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Zusammenfassung
Cytidindiphosphat-Diacylglycerin-Synthasen (CDS) katalysieren die Aktivierung von Phospha-
tidsäure zu Cytidindiphosphat-Diacylglycerin (CDP-DAG). CDP-DAG ist ein wichtiges Interme-
diat in der Biosynthese der anionischen Glycerophospholipide Phosphatidylglycerin, -inosit und
Cardiolipin. Diese kommen in relativ geringen Anteilen in Membranen vor, besitzen jedoch eine
essentielle Bedeutung für die Zellfunktionen. In Pflanzen wurden CDS-Isoformen in Plastiden,
Mitochondrien und Mikrosomen, insbesondere im Endoplasmatischen Retikulum, nachgewie-
sen. Bisher wurde lediglich ein Gen identifiziert, welches für ein CDS-Enzym in Arabidopsis tha-
liana kodiert. In dieser Studie gelang es, vier weitere Gene in Arabidopsis zu charakterisieren,
die CDS-Enzyme kodieren. Acht aus den Genen abgeleitete Isoenzyme, die durch alternatives
Spleißen oder alternative Translationsinitiation entstehen könnten, waren in der Lage, Hefe-
cds1-Nullmutanten zu komplementieren. In vitro-Analysen von Zellfraktionen ergaben, dass
die Produkte der heterolog exprimierten CDS-Gene ihre Hauptaktivität in den Mitochondrien
der Hefe aufweisen. Studien mit Fusionsproteinen aus der Sequenz der einzelnen Enzyme in
Kombination mit der eines fluoreszierenden Proteins zeigten für drei der acht CDS-Isoformen,
nämlich CDS4.1, CDS4.2 und CDS5, eine Lokalisation in den Plastiden. Dies steht im Ein-
klang mit den Ergebnissen von Vorhersage-Programmen und für CDS5 mit experimentellen
Daten aus Proteomstudien.
Für vier der fünf Gene wurden T-DNA-Insertionslinien untersucht, um herauszufinden, ob die
Insertion eine Beeinträchtigung der Genexpression bewirkt und wie sich dieser Verlust an Enzy-
maktivität auf die Pflanze auswirkt. Für CDS1, CDS4 und CDS5 konnten Einfachmutanten iden-
tifiziert werden, die keine reifen Transkripte der entsprechenden Gene mehr bilden konnten, für
CDS2 eine, bei der die Transkriptmenge deutlich reduziert war. Dabei zeigte sich in keinem
Fall ein Phänotyp, vermutlich weil die nötige Enzymaktivität durch erhöhte Expression eines
der anderen CDS-Gene bereitgestellt wurde. Da für CDS3 keine T-DNA-Linie verfügbar war,
wurden Konstrukte erstellt, um die Aktivität des Genproduktes durch den RNAi-Mechanismus
zu unterdrücken.
Aufgrund der vermuteten gegenseitigen Kompensation wurden die Einfachmutanten für CDS1
und CDS2 bzw. für CDS4 und CDS5 miteinander gekreuzt. Die daraus resultierende Dop-
pelmutante, die die zwei identifizierten plastidären CDS betraf, also CDS4 und CDS5, zeigte
einen drastischen Phänotyp. Die Doppelmutanten waren blass grün bis gelblich, ein Wachstum
war nur auf Saccharose-haltigem Medium, also heterotroph, möglich und zudem im Vergleich
zum Wildtyp verlangsamt. Der Chlorophyllgehalt war deutlich reduziert, was sich in den Ul-
trastrukturen der Chloroplasten widerspiegelte. Lipidanalysen ergaben, dass der Gehalt des
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Phosphatidylglycerins im Vergleich zum Wildtyp nur 40 Prozent betrug. Damit lieferte die Stu-
die unabhängige Hinweise auf die unverzichtbare Rolle des plastidären Phosphatidylglycerins
für die Struktur der Thylakoidmembranen, die Funktion in den Pigment-Protein-Komplexen der
Photosysteme und somit für photoautotrophes Wachstum.
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1 Einleitung
1.1 Glycerophospholipide und die Funktion von CDP-DAG Synthasen
Ein Glycerophospholipid besteht aus einem apolaren sn-1,2-Diacylglyceringerüst und einem
phosphorylierten Alkoholderivat als polare Kopfgruppe (Abbildung 1.1, A). Der Alkohol ist über
eine Phosphodiesterbindung an der sn-3-Position des Glyceringerüstes gebunden. Glycero-
phospholipide können sich zum einen durch das Alkoholderivat der Kopfgruppe, zum ande-
ren durch die Länge und den Sättigungsgrad der Fettsäureketten unterscheiden. Die vorkom-
menden Kopfgruppen (Abbildung 1.1) sind entweder elektrisch neutrale Zwitterionen, wie im
Phosphatidylethanolamin (PE) und -cholin (PC) oder negativ geladen, wie im Phosphatidylse-
rin (PS), -inosit (PI), -glycerin (PG) und Cardiolipin (CL).
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Abbildung 1.1: A: Strukturformel eines Glycerophospholipides. Am Glycerinrückgrat sind zwei Fettsäureresten an
den Positionen sn-1 und sn-2 verestert. Über eine Phosphodiesterbindung ist ein Alkohol bzw. Alkoholderivat an der
sn-3-Position mit dem Molekül verbunden. B: Mögliche Alkoholreste der Kopfgruppe eines Glycerophospholipides.
Durch ihre Amphiphilität sind Glycerophospholipide prinzipiell dazu in der Lage, in wässri-
ger Umgebung Doppelmembranen auszubilden, die sich zu Liposomen zusammenschließen.
In biologischen Systemen gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher Membranen, die verschiede-
ne Aufgaben erfüllen. Sie grenzen eine Zelle von ihrer Umwelt ab und erlauben die Bildung
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von Kompartimenten, also abgeschlossenen Reaktionsräumen, im Inneren. Gleichzeitig bieten
sie die Möglichkeit von selektivem Stoff- bzw. Informationsaustausch innerhalb einer Zelle und
zwischen Zellen (Dowhan, 1997a; Grennan, 2007). Zudem dienen Biomembranen als Matrix
für Energiegewinnungs- und Signaltransduktionsprozesse, für Lipidtransport und sind an der
DNA-Replikation beteiligt (Bishop and Bell, 1988; Dowhan, 1997b). In den verschiedenen Mem-
bransystemen der Eukaryoten dominieren meist die Glycerophospholipide mit Phosphatidyl-
cholin und -ethanolamin als Hauptkomponenten. Eine Ausnahme bilden die inneren Membran-
systeme der Chloroplasten. Sie bestehen wie die der Cyanobakterien überwiegend aus den
Glycolipiden Monogalaktosyl-Diacylglycerin, Digalaktosyl-Diacylglycerin und Sulfoquinovosyl-
Diacylglycerin (Jouhet et al., 2007). Ihr Glycerophospholipidgehalt ist nur gering und nahezu
ausschließlich auf PG beschränkt. Je nach Art von Kopfgruppe und Fettsäuren der Glyce-
rolipide ist die Beschaffenheit der gebildeten Membran unterschiedlich ausgeprägt. Negativ
geladene Kopfgruppen sind beispielsweise entscheidend für das Funktionieren von energie-
transduzierenden Membranen, das Vorkommen ungesättigter Fettsäuren erhöht die Fluidität.
Fettsäuren mit zwei Doppelbindungen in den plastidären Membranlipiden sind für das photoau-
totrophe Wachstum essentiell. Außerdem können sich Biomembranen an veränderte Umwelt-
bedingungen anpassen. Es handelt sich also um dynamische Systeme, welche fein reguliert
werden müssen, bzw. umso effizienter funktionieren, je besser sie reguliert werden können.
Diese Anpassung wird über Lipid-Biosynthese und -Abbau, β-Oxidation oder Modifikation von
Fettsäuren und Transport der einzelnen Komponenten, insbesondere der Glycerophospholipi-
de, geregelt.
Die Biosynthese der Glycerophospholipide (Abbildung 1.2) geht von der wasserlöslichen Vor-
stufe sn-Glycerin-3-Phosphat aus. Durch schrittweise Acylierung an der sn-1- und sn-2-Position
durch Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase (G3PAT) und Lyso-Phosphatidsäure-Acyltansferase
(LPAAT) wird sn-Glycerin-3-Phosphat in sn-1,2-Diacylglycerin-3-Phosphat, die so genannte
Phosphatidsäure (PA), überführt. PA kann alternativ auch aus durch Phospholipase D oder
durch die kombinierte Wirkung von Phospholipase C mit Diacylglycrin-Kinase gespaltenen
Phospholipiden entstehen. Phosphatidsäure ist die letzte gemeinsame Vorstufe für alle Glyce-
rophospholipide, Glycolipide und Triacylglycerine, deren Synthesewege sich bei Eukaryoten an
diesem Punkt verzweigen. Die Enzyme PA-Phosphatase und CDP-DAG-Synthase konkurrieren
um das gemeinsame Substrat PA und stellen die entsprechenden Intermediate für die Folgere-
aktionen bereit. Durch PA-Phosphatase wird die Phosphatgruppe der PA abgespalten und das
entstehende DAG dient als Vorstufe für die Glycolipide, Triacylglyceride und die dominierenden
zwitterionischen Glycerophospholipide PE und PC. Die Reaktionen zur de novo-Synthese von
PE und PC werden Kennedy-Weg genannt. Zur Einführung der Kopfgruppe werden diese zu-
nächst in CDP-Ethanolamin bzw. -Cholin überführt. Diese aktivierten Kopfgruppen können nun
mit DAG durch die Katalyse einer Ethanolamin- bzw. Cholin-Phosphotransferase zu PE und
PC reagieren (Carman and Han, 2006). Durch Kopfgruppenmodifikationen kann aus PE durch
PE-Methyltransferase-Aktivität PC und aus PS durch Decarboxylierung PE gebildet werden.
Die Cholinkopfgruppe wiederum kann durch Serin und Serin durch Ethanolamin ausgetauscht
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werden, sodass das jeweils andere Phospholipid entsteht.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Biosynthese der Glycerophospho- und Glycolipide. G3PAT:
Glycerin-3-Phosphat-Acyltransferase, LPAAT: Lyso-Phosphatidsäure-Acyltransferase, CDS: CDP-DAG-Synthase,
PAP: Phosphatidsäure-Phosphatase. PI: Phosphatidylinosit, PG: Phosphatidylglycerin, CL: Cardiolipin, PS: Phos-
phatidylserin. PE: Phosphatidylethanolamin, PC: Phosphatidylcholin, MGD: Monogalaktosyl-Diacylglycerin, SQD:
Sulfoquinovosyl-Diacylglycerin, TAG: Triacylglycerine. CTP: Cytidintriphosphat, PPi: Pyrophosphat, P: Phosphat.
Cytidindiphosphat-Diacylglycerin (CDP-DAG)-Synthasen (CDS) sind integrale Membranpro-
teine mit mehreren Transmembrandomänen und katalysieren die Aktivierung von Phosphatid-
säure zu CDP-DAG (Abbildung 1.2). Dabei reagiert die Phosphatgruppe des Phosphatidsäure-
moleküls mit dem Phosphatrest von Cytidintriphosphat (CTP), wobei Pyrophosphat freigesetzt
wird. CDP-DAG, energetisch durch die Phosphodiesterbindung für die Aufnahme der verschie-
denen Kopfgruppenmoleküle begünstigt, ist die Vorstufe für die anionischen Glycerophospho-
lipide PG, PI und CL. In Hefen und Eubakterien wird PS ebenfalls über den CDP-DAG Weg
gebildet (Dowhan, 1997a; Nebauer et al., 2003), während Tiere PS CDP-DAG-unabhängig
durch Kopfgruppenaustausch aus PC bzw. PE synthetisieren (Lykidis and Jackowski, 2001;
Fagone and Jackowski, 2009). Pflanzen scheinen dagegen über beide Synthesewege zu ver-
fügen (Moore, 1982; Kinney, 1993; Delhaize et al., 1999; Andrews and Mudd, 1984). Durch
die Phosphatidylglycerolphosphat (PGP)-Synthase wird CDP-DAG mit Glycerin-3-phosphat zu
PGP und dieses durch PGP-Phosphatase schließlich zu PG umgesetzt. Dieses wiederum kann
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durch eine Cardiolipinsynthase mit einem zweiten PG- oder einem weiteren CDP-DAG-Molekül
zu Cardiolipin reagieren. Die CDP-DAG-unabhängige CL-Synthase ist für Bakterien typisch, die
CL in der stationären Phase über die reversible Kondensationsreaktion aus PG bilden und somit
stets höhere PG- als CL-Gehalte aufweisen. Die nur in den Mitochondrien der Eukaryoten loka-
lisierte CL-Synthase kann dagegen PG mit CDP-DAG fast quantitativ in CL überführen, sodass
PG in mitochondrialen Membranen kaum nachweisbar ist. Cardiolipin ist einzigartig in seiner
Struktur mit vier Fettsäureresten und erfüllt dadurch eine Spezialfunktion in mitochondrialen
Membranen. Das Enzym PI-Synthase katalysiert die Reaktion von CDP-DAG mit myo-Inosit
zu PI, was ein Membranbestandteil, aber auch in glykosylierter Form für die Verankerung von
Proteinen in Membranen, als so genannter GPI-Anker, zuständig sein kann und in die Synthe-
se für die in Signaltransduktionsprozessen wichtigen Moleküle wie PIP2, PIP3 und IP33 eingeht.
CDP-DAG
PA
PI
DAG
PIP
PIP2
IP3
PLC
CDS
PISPIK
PIK
DK
Intrazelluläre Signaltransduktion
Intermediärstoffwechsel
Abbildung 1.3: Darstellung der Synthese von Phosphatidylinosit-Derivaten und deren Regeneration (nach (Wu et al.,
1995)). PIK: PI-Kinase, PLC: Phospholipase C, DK: Diacylglycerol-Kinase. IP3: Inosit-Triphosphat, PIP2: PI-4,5-
Bisphosphat.
Die komplexen Regulationsmechanismen, über die Glycerophospholipidgehalte von Biomem-
branen gesteuert werden, wurden bisher vor allem im Modellorganismus Hefe untersucht. Eine
Möglichkeit ist die Regulation auf Expressionsebene der einzelnen, für die Synthese der ent-
sprechenden Lipide verantwortlichen, Enzyme. Eine Reihe von Genen des CDP-DAG- und
PA-Weges enthalten eine UASINO Sequenz im jeweiligen Promotorbereich (Carman and Han,
2009). Aktiviert wird die Transkription, wenn die Proteine Ino2 und Ino4 in Form eines Heterodi-
mers an die Sequenz binden (Nohturfft and Zhang, 2009). Ino2 besitzt eine Transaktivierungs-
Domäne, während Ino4 für die Kernlokalisation und die Bindung an DNA benötigt wird. Das
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Protein Opi1, welches im Kern lokalisiert ist, bindet an PA und an ein weiteres, Scs2 genann-
tes, Protein an der Kern/ER-Membran und ist in diesem Zustand inaktiv (Carman and Henry,
2007). Wird der PA-Gehalt im ER reduziert, löst sich Opi1 von der Membran und gelangt in den
Kern. Dort bindet es an das Protein Ino2 und verhindert damit die Aktivierung der Transkription
von Genen mit einer UASINO Sequenz. Der PA-Gehalt ist also entscheidend bei der Regulation
der entsprechenden Enzyme. Außerdem hat die Wachstumsphase bei der Hefe Saccharomy-
ces cerevisiae einen Einfluss auf die Expression, in der stationären Phase ist die Phospholi-
pidbiosynthese stark eingeschränkt (Carman and Henry, 1999). Inosit bewirkt im Hefemodell
beispielsweise eine Reduktion der CDS-Gehalte und eine direkte Inhibierung von PS-Synthase,
aber eine Erhöhung der Aktivität von PI-Synthase (Carman and Henry, 1999; Dowhan, 1997a;
Shen and Dowhan, 1997). Die Zugabe von Zink führt dagegen zu einer Aktivierung der Expres-
sion von Genen mit der UASINO Sequenz, was über einen Zink-induzierbaren Transkriptions-
aktivator und eine Zink-abhängiges Element (UASZRE) reguliert wird (Carman and Han, 2007).
Zusätzlich können sich die einzelnen Enzyme auch gegenseitig beeinflussen, so hat z.B. der
Gehalt an CDS einen regulatorischen Effekt auf die Aktivität der PI- und PS-Synthase (Dowhan,
1997a; Shen and Dowhan, 1997). Auf Protein-Ebene, also post-translational, wird in Hefe bei-
spielsweise die Aktivität der PGP-Synthase durch reversible Phosphorylierungen in Reaktion
auf Inosit reguliert (He and Greenberg, 2004). Die Cardiolipin-Biosynthese in Hefe kann z.B.
über Rückkopplungs-Mechanismen (Gu et al., 2004) kontrolliert und außerdem indirekt über
einen Abbau der direkten Vorstufe PG durch die Aktivität einer PG-spezifischen Phospholipase
D reguliert werden (Simockova et al., 2008).
Eine andere Möglichkeit zur Feinregulierung der Glycerophospholipid-Biosynthese ist die
Nutzung von Isoenzymen, die in unterschiedlichen Kompartimenten lokalisiert sind. Damit kön-
nen die Enzyme unabhängig voneinander reguliert und verschiedene unabhängige Pools von
Phospholipiden gebildet werden (Vance, 1998). Diese separate Regulation ermöglicht einen
an den Bedarf angepassten Stoffwechsel in einzelnen Zellkompartimenten. So kann z.B. im
ER die Synthese eines bestimmten Phospholipids verstärkt werden, während die Synthese in
den Chloroplasten davon unbeeinflusst bleibt. Auch entfallen auf diese Weise Transporte von
Phospholipiden, wenn diese direkt am Bedarfsort mit den benötigten Eigenschaften syntheti-
siert werden können. Andererseits besteht die Möglichkeit, den Verlust eines Enzyms durch
entsprechenden Lipid-Transport aus anderen Organellen auszugleichen.
Eine solche Verteilung von Enzymen mit gleicher Funktion auf verschiedene Kompartimente
kann zum einen durch das Vorhandensein von mehreren Genen gewährleistet werden, die für
Enzyme mit redundanter Funktion, aber unterschiedlichen Zielsteuerungssequenzen, kodieren
(Nerlich et al., 2007). Zum anderen kann aber auch ein Gen durch alternatives Spleißen oder
alternative Translationsinitiation (Mackenzie, 2005; Wamboldt et al., 2009; Kochetov and Sarai,
2004; Kochetov, 2005; Kozak, 2002, 2005) mehrere, eventuell in ihren Eigenschaften leicht un-
terschiedliche, Proteine kodieren, oder solche mit dualer Zielsteuerung (Carrie et al., 2009).
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Glycerophospholipide besitzen jedoch nicht nur eine strukturelle Funktion im Biomembranauf-
bau, sondern sind auch für die vitalen Funktionen der Zelle essentiell. Sie sind am Aufbau von
Protein-Lipid-Komplexen, z.B. der Komplexe der energietransduzierenden Membranen von Mit-
ochondrien und der Thylakoide beteiligt. Phosphatidsäure, DAG und CDP-DAG selbst können
zudem als Signalmoleküle wirken (Munnik et al., 1998; Munnik and Testerink, 2009). CDS ha-
ben somit auch einen regulatorischen Einfluss auf diese Signalwege, da sie neben den CDP-
DAG- auch die PA- und damit letztendlich indirekt die DAG-Pools verändern können, wenn ihre
Aktivität herauf oder herab reguliert wird. CDS bieten also einen wichtigen Ansatzpunkt für re-
gulatorische Prozesse, alle Glycerophospholipide betreffend (Carman and Henry, 1989; Vance,
1998; Xue et al., 2007; Carman and Han, 2009).
1.2 CDP-DAG Synthasen in eukaryotischen Zellkompartimenten
Die im vorhergehenden Abschnitt beschriebene Schaffung von Phospholipidpools wurde unter
anderem auch für CDS in Eukaryoten nachgewiesen, da alle diese Organismen über CDS-
Aktivitäten in mitochondrialen und mikrosomalen Membranen verfügen (Kinney, 1993; Dowhan,
1997a; Heacock and Agranoff, 1997). Die Hefe Saccharomyces cerevisiae beispielsweise be-
sitzt ein Gen, das die beiden CDS-Isoformen kodiert, wobei die unterschiedliche Lokalisation
wahrscheinlich über alternative Translationsinitiation realisiert wird (Shen et al., 1996). Die eine
Form ist in den Mitochondrien aktiv, die andere im endoplasmatischen Retikulum. N-terminale
Signalsequenzen für eine mitochondriale Lokalisation oder C-terminale Retentions-Signale,
wie z.B. KKXX, für einen Transport in das endoplasmatische Retikulum, konnten im gereinigten
Hefe-Enzym (Kelley and Carman, 1987) nicht entdeckt werden. Da die N- und C-terminalen Se-
quenzen jedoch im ebenfalls gereinigten Enzym aus E. coli (Sparrow and Raetz, 1985) fehlen,
liegt ein Zusammenhang zwischen diesen und der subzellulären Lokalisation dennoch nahe.
In der Fliege Drosophila melanogaster existiert ebenfalls nur ein Gen, das vermutlich durch
alternatives Spleißen eine konstitutiv exprimierte und eine zelltypspezifisch exprimierte Form
liefert (Wu et al., 1995). In Säugetieren wurden dagegen zwei Gene identifiziert, eines wird kon-
stitutiv und das andere zelltypspezifisch exprimiert (Saito et al., 1997; Lykidis and Jackowski,
2001; Inglis-Broadgate et al., 2005; Fagone and Jackowski, 2009). Ob dabei alternatives Splei-
ßen zu verschiedenen Isoenzymen im endoplasmatischen Retikulum und in den Mitochondrien
führt, ist ungeklärt. Basierend auf Sequenzanalysen verfügen Pflanzen über CDS-Isoformen,
die durch verschiedene Gene kodiert werden und spezifisch in bestimmten Organellen vorkom-
men (Schwacke et al., 2003; Beisson et al., 2003; Joyard et al., 2010).
Im endoplasmatischen Retikulum dient die CDS-Aktivität hauptsächlich zur Synthese von
PI. Wie PC und PE ist dieses ebenfalls am Membranaufbau beteiligt, aber die größere Men-
ge des Bedarfs dient der Herstellung von Phosphatidylinositol-Derivaten, die in Prozessen der
Signaltransduktion wichtige Funktionen haben. Da CDP-DAG-Synthasen die direkte Vorstufe
von PI bereitstellen (Abbildung 1.3), ist ihre Aktivität für diese Prozesse unverzichtbar und stellt
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einen wichtigen Angriffspunkt zur Regulation dar, weshalb sie in diesem Zusammenhang von
großem Interesse sind. PI wird durch die Aktivität von Kinasen zu PIP2 und PIP3 umgesetzt.
PI(4,5)P2 spielt beispielsweise eine wichtige Rolle bei der Endocytose, da es einen Anheftungs-
punkt für Dynamin an der Membran bietet (Deitcher, 2001). Eine Studie von Aboukhatwa and
Undieh (2010) lieferte Hinweise darauf, dass bestimmte Antidepressiva die CDS-Aktivität erhö-
hen, was wiederum zur vermehrten Produktion von PI-Derivaten führt und damit Einfluss auf
die Signaltransduktion ausübt. In der Fruchtfliege Drosophila melanogaster ist das zelltypspe-
zifische CDS-Enzym essentiell für Phototransduktionsprozesse im Verlauf der Lichtperzeption
des Auges, die nicht mehr stattfinden kann, wenn der PI-Pool nicht regeneriert wird (Wu et al.,
1995). Auch in Pflanzen scheinen PI-Derivate Schlüsselrollen in der Signaltransduktion zu spie-
len (Stevenson et al., 2000; Heilmann, 2009), z.B. bei der Aktivierung von Ionenkanälen (Meijer
and Munnik, 2003).
Die in den Mitochondrien zu findende CDP-DAG-Aktivität dient hauptsächlich der Synthese
von Cardiolipin über PGP und PG (Frentzen, 2004; Schlame et al., 2000; Nowicki et al., 2005;
Houtkooper et al., 2006). Die anderen in den Mitochondrien benötigten Phospholipide werden
importiert. Cardiolipin kann durch seine Eigenschaften die Membraneigenschaften beeinflus-
sen und interagiert mit verschiedenen mitochondrialen Proteinen bzw. stabilisiert Proteinkom-
plexe der Atmungskette (Fry and Green, 1981; Schlame et al., 2000; Schlame and Ren, 2009;
Joshi et al., 2009). Eine Reduktion von Cardiolipingehalten oder eine Störung in der Modifi-
kation der Fettsäureketten des CLs hat Wachstumsdefekte zur Folge (Chicco and Sparagna,
2007). In der Hefe Saccharomyces cerevisiae ist ein Ausschalten der CLS nicht letal, da die
Funktion teilweise durch PG und PE kompensiert werden kann (Gohil and Greenberg, 2009),
verursacht aber verringerte Wachstumsraten (Jiang et al., 1997; Chang et al., 1998; Tuller et al.,
1998). Ein Defekt in dem Enzym Taffazin kann zu schwerwiegenden Krankheiten beim Men-
schen führen, da die Modifikation der Fettsäurereste von CL gestört ist (Gu et al., 2004; Chicco
and Sparagna, 2007; Li et al., 2007). Außerdem wird eine Interaktion zwischen Cytochrom c
und Cardiolipin vermutet, die Einfluss auf die Apoptose hat (Iverson and Orrenius, 2004).
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Biosynthese von Phosphatidylglycerin und Cardiolipin über die Vor-
stufe Phosphatidylglycerin-Phosphat (PGP) aus CDP-DAG. CMP: Cytidinmonophosphat, P: Phosphat.
In den Chloroplasten der höheren Pflanzen, aber auch in Algen, wurden ebenfalls CDP-
DAG-Synthasen nachgewiesen (Moore, 1982; Andrews and Mudd, 1984, 1985; Hanenberg
et al., 1993). Sie leisten dort die Versorgung mit PG, welches im Unterschied zu den anderen
Organellen die Fettsäure 16:1(∆3-trans) an der sn2-Position aufweist. PG wird in den Chloro-
plasten gebraucht, da es eine essentielle Funktion beim Aufbau der photosynthetisch aktiven
Thylakoidmembranen hat. In den Thylakoidmembranen ist der Anteil der Glycerophospholipi-
de gering, die für die Photosynthese notwendigen Membraneigenschaften werden durch Ga-
laktolipide gewährleistet (Doermann and Benning, 2002). Diese interagieren jedoch mit dem
Phosphatidylglycerin, sodass eine Membranumgebung geschaffen wird, die die Photosynthe-
sereaktionen ermöglicht (Hagio et al., 2002). Bei Phosphatmangel kann PG teilweise durch das
anionische Glycolipid Sulfoquinovosyl-Diacylglycerin (SQD) ersetzt werden, sodass die nega-
tive Oberflächenladung der Thylakoide erhalten bleibt (Frentzen, 2004). Da PG aber auch eine
wichtige Rolle bei der Bildung der Pigment-Protein-Komplexe spielt, ist ein gewisser Anteil von
PG in den Chloroplasten für photoautotrophes Wachstum essentiell (Domonkos et al., 2004,
2008; Sakurai et al., 2003, 2007; Wada and Murata, 2007). Diese Rolle wurde zunächst bei
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Cyanobakterien in entsprechenden Mutanten nachgewiesen (Sato et al., 2000, 2004; Hagio
et al., 2000; Wu et al., 2006; Laczkó-Dobos et al., 2008). In Arabidopsis thaliana zeigten Pflan-
zen mit Defekten in der Biosynthese des plastidären PGs ähnliche Beeinträchtigungen der
Photosynthese (Hagio et al., 2002; Xu et al., 2002, 2006; Babiychuk et al., 2003).
1.3 CDP-DAG Synthasen in A. thaliana
In Pflanzen ist CDP-DAG die direkte Vorstufe für die Synthese von PI, PGP, aus dem PG und
CL synthetisiert werden, und PS (Moore, 1982; Delhaize et al., 1999). CDS-Aktivitäten wurden
in Mitochondrien, Chloroplasten und in mikrosomalen Membranen (Andrews and Mudd, 1985),
sowie in der pflanzlichen Plasmamembran (Wissing et al., 1992) nachgewiesen. Anhand der
bekannten Gensequenzen aus E. coli (Icho et al., 1985), S. cerevisiae (Kelley and Carman,
1987; Shen et al., 1996) und Drosophila melanogaster (Wu et al., 1995) konnten Kopka und
Mitarbeiter eine CDS-Sequenz aus der Kartoffel (Solanum tuberosum) und eine aus Arabidop-
sis thaliana identifizieren. Für die Kartoffelsequenz wurde CDS-Aktivität nach Reinigung eines
N-terminal trunkierten mit einer GST-Markierung versehenen und in E. coli exprimierten Prote-
ins nachgewiesen (Kopka et al., 1997).
Die Sequenzierung des kompletten Arabidopsis-Genoms im Jahr 2000 (ArabidopsisGeno-
meInitiative, 2000) hat die Suche nach weiteren Genen, die für CDSs kodieren könnten, ver-
einfacht. Ausgehend von den bereits bekannten Sequenzen wurden vier weitere Gene iden-
tifiziert, die möglicherweise CDS-Proteine kodieren (Beisson et al., 2003). Die Datenbanken
TAIR (Swarbreck et al., 2008) und Aramemnon (Schwacke et al., 2003) liefern zudem Hinweise
darauf, dass die fünf Gene bis zu zehn Proteine kodieren.
Die Gene CDS1, CDS3 und CDS5 kodieren jeweils ein Protein, das Gen CDS2 kodiert mög-
licherweise drei und CDS4 bis zu vier Isoformen. Wie in Abbildung 1.5 dargestellt, besitzen
die Aminosäuresequenzen der Enzyme CDS1 und CDS2 relativ große Ähnlichkeiten zueinan-
der (75%) und zu der Sequenz der Kartoffel. CDS3 weist etwas größere Unterschiede auf, ist
aber mit 63% Übereinstimmung CDS1 und CDS2 weitaus ähnlicher, als CDS4 und CDS5 (21
bzw. 20%, bezogen auf CDS1). Die beiden letztgenannten besitzen wiederum Sequenzen mit
großer Übereinstimmung untereinander (68%) und sind den Proteinen der Prokaryoten E. coli
(Icho et al., 1985; Dowhan, 1997a) und Synechocystis (Sato et al., 2000) ähnlich. Im Reis-
genom wurden ebenfalls mehrere CDS-Sequenzen gefunden, allerdings nur drei, von denen
lediglich eine hohe Ähnlichkeit zu CDS-Enzymen von prokaryoten Organismen aufweist. Dies
lässt vermuten, dass CDS4 und CDS5 womöglich redundante Funktionen haben. Auch in den
Genomen von Mais (Zea mays), Reis (Oryza sativa) und Wein (Vitis vinifera) scheinen mehre-
re Gene für CDS-Isozyme, die in verschiedenen Kompartimenten der Zelle lokalisiert sind, zu
kodieren (Schwacke et al., 2003).
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Abbildung 1.5: Phylogramm der putativen Arabidopsis-CDS-Aminosäuresequenzen im Vergleich zu denen bekann-
ter CDSs. Arabidopsis thaliana CDS1/Solanum tuberosum: (Kopka et al., 1997), Saccharomyces cerevisiae: (Kelley
and Carman, 1987; Shen et al., 1996), Escherichia coli : (Icho et al., 1985), Synechocystis spec.: Stamm PCC6803
(Kaneko et al., 1996). Das Phylogramm basiert auf einem mit Clustal-X2 (Larkin et al., 2007) durchgeführten
Multiple-Sequence-Alignment und wurde mit Hilfe der Phylip/Treeview Software erstellt.
Bezüglich der subzellulären Lokalisation der einzelnen CDSs aus Arabidopsis ist wenig be-
kannt. Experimentell nachgewiesen wurde lediglich die Lokalisation des Genproduktes von
CDS5 in der inneren Hüllmembran von Chloroplasten (Froehlich et al., 2003; Heazlewood et al.,
2005). Vorhersagealgorithmen zeigten für CDS4.1 und CDS4.2 ein eindeutiges Ergebnis, wel-
ches darauf hindeutet, dass diese Enzyme, wie CDS5, plastidär lokalisiert sein könnten (Beis-
son et al., 2003; Ferro et al., 2010; Joyard et al., 2010). Alle putativen CDSs aus Arabidopsis
haben mindestens sechs vorhergesagte Transmembrandomänen (Schwacke et al., 2003; Arai
et al., 2004). Betrachtet man die verfügbaren Daten zur Expression, so fällt auf, dass CDS3
fast ausschließlich in Pollen und Wurzelhaaren exprimiert wird (Zimmermann et al., 2005), was
auf eine hohe Spezialisierung dieser CDS hindeutet, während die andern 4 Gene offenbar in
allen Geweben exprimiert werden.
1.4 Problemstellung und Zielsetzung der Arbeit
Die vorliegende Arbeit soll Aufschluss darüber geben, ob alle der in silico vorhergesagten En-
zyme CDS-Aktivität besitzen, wo diese Isozyme in der Pflanzenzelle lokalisiert sind und wie
sich ein Ausschalten der einzelnen Gene auf die Pflanze auswirkt. Hierzu sollen zunächst
die in Datenbanken zu findenden Informationen bezüglich Anzahl, Eigenschaften und Loka-
lisation gesammelt und durch mit Vorhersage-Algorithmen generierte Daten ergänzt werden.
Expressions- und Komplementationsstudien in heterologen Modellsystemen bieten sich an, um
die katalytische Aktivität zu verifizieren. Bei erfolgreicher Expression kann man durch in vitro
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Enzymtests die Aktivitäten nachweisen und die biochemischen Eigenschaften der Enzyme be-
stimmen.
Um die Lokalisation der katalytisch aktiven Arabidopsis CDSs auf subzellulärer Ebene zu analy-
sieren, sollen die entsprechenden cDNAs mit denen für fluoreszierende Proteine kodierenden
fusioniert und in Pflanzenzellen exprimiert werden. Zur Vereinfachung der Detektion ist hier
zunächst die Verwendung von Modellsystemen ohne störenden Chlorophyllgehalt angedacht.
Hierfür sind zum einen im Dunkeln heterotroph angezogene Tabakzellen des Stammes BY2,
zum anderen Zellen der Zwiebelepidermis geeignet.
Zur Analyse der Funktionen der einzelnen Enzyme in der Pflanze ist als primär verfolgter An-
satz die Untersuchung von T-DNA-Insertionsmutanten, in denen die entsprechenden Gene
nicht mehr zu einem vollständig aktiven Protein umgesetzt werden können, geplant. Die ent-
sprechenden Linien müssen verifiziert und zur Homozygotie bezüglich der Insertion gebracht
werden. Anschließend kann eine Untersuchung der vorhandenen Transkriptgehalte folgen.
Sollte der Verlust der CDS-Aktivität eines Genproduktes nicht durch ein Isozym kompensiert
werden können und sich ein Phänotyp zeigen, muss dieser zunächst überprüft werden. Dazu
wird das entsprechende Gen unter Kontrolle eines Promotors in die Mutante eingeschleust.
War dies erfolgreich, müsste der Verlust des natürlichen Gens ausgeglichen und die Pflanze
kaum noch vom Wildtyp zu unterscheiden sein.
Ist ein bestätigter Phänotyp identifiziert, soll dieser hauptsächlich auf mögliche Veränderungen
im Lipidmuster hin untersucht werden. Auch Untersuchungen der Ultrastruktur könnten inter-
essant sein, da ein Verlust der CDS-Aktivität wahrscheinlich die Struktur von intrazellulären
Membransystemen empfindlich beeinflussen wird. Sollte eine Ausschaltung einzelner Gene
keine phänotypischen Effekte hervorrufen, sollen Mehrfachmutanten durch Kreuzung der ent-
sprechenden homozygoten Einfachmutanten erzeugt werden. Dazu sind die Daten der Lokali-
sationsanalysen wichtig, um gezielt sinnvolle Kreuzungs-Kombinationen mit maximalen Effek-
ten auf bestimmte Zellkompartimente erstellen zu können. Als alternative Strategie könnten die
einzelnen Genprodukte auch über die Verwendung der RNAi-Technologie ausgeschaltet oder
zumindest in ihr Gehalt in der Zelle reduziert werden.
Mit der Zusammenführung aller gewonnenen Daten wird es möglich sein, ein differenzierteres
Bild der pflanzlichen CDP-DAG-Synthasen zeichnen zu können und die Grundlagen für weitere
Untersuchungen bereit zu stellen.
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2 Material und Methoden
2.1 Verwendete Geräte und Chemikalien
Tabelle 2.1: Verwendete Geräte
Bezeichnung Hersteller
Thermocycler Mastercycler Gradient R© Eppendorf
Thermocycler Primus 96 MWG
Tischzentrifuge 5417 C Eppendorf
Kühlzentrifuge 5417 R Eppendorf
Kühlzentrifuge 5810 R Eppendorf
Kühlzentrifuge RC-5B Sorvall
Ultrazentrifuge Optima L-60 Beckman-Coulter
Rotoren SW28, 50.2 Ti Beckman
Rotor SLA3000 Sorvall
Dounce Homogenisator B.Braun
Flüssigkeitsszintillationszähler LS 5000 TD Beckman-Coulter
Mikromanipulator Nikon
Konfokales Laserscanning Mikroskop Leica
Fluoreszenzmikroskop Eclipse 50i Nikon
MicroPulse-Elektroporator BIORAD
Photometer Smartspec BIORAD
Lightcycler iQ5 / ABI Prism7000 BIORAD
Gaschromatograph HP6890 mit Chemstation Hewlett-Packard
UV-Transilluminator UVT-20M Herolab
Ultraschallstab Sonoplus GM70 Bandelin
Bioimager FLA-3000/LAS-1000 Raytest/Fuji
Elektrophorese-Apparatur Mini-ProteanIII R© BIORAD
Westernblot-Apparatur V20SDB Carl Roth
Spannungsquelle Powerpack 300 BIORAD
pH-Meter HI9321 Hanna Instr.
Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe), Applichem (Darm-
stadt), Duchefa (Haarlem, Niederlande), BD-Biosciences/Bio101 (Heidelberg), Fluka (Neu-Ulm),
Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Roche Diagnostics (Mannheim) und Medac (Wedel) bezogen,
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Antikörper von Dianova (Hamburg).
Synthesen von Oligonukleotiden wurden von der Firma MWG/Eurofins durchgeführt.
DNA-modifizierende Enzyme wurden bei den Firmen Genecraft/Ares Bioscience (Köln), Pro-
mega (Mannheim), MBI-Fermentas (Vilnius) und New England Biolabs (Schwalbach) erwor-
ben.
Kits für die Molekularbiologie wurden von den Firmen Invitrogen (Karlsruhe), Roche Diagno-
stics (Mannheim), Macherey und Nagel (Düren) und Qiagen (Hilden) geliefert.
Radioaktiv markierte Substrate stammten von Hartmann Analytics (Braunschweig) und Perkin
Elmer (Rodgau).
2.2 Verwendete Organismen
Tabelle 2.2: Verwendete Organismen, die Genotypen sind im Anhang aufgeführt.
Spezies Stamm Referenz/Quelle
Nicotiana tabacum BY2 Nagata et al. (1992)
Arabidopsis thaliana Col-0 -
Arabidopsis thaliana Wassilewskija NASC
Escherichia coli TOP10 Invitrogen
Escherichia coli BL21AI Invitrogen
Escherichia coli DB3.1 Invitrogen
Escherichia coli Sure Stratagene
Saccharomyces cerevisiae BY4741 S.A. Henry, Cornell Univ.
Saccharomyces cerevisiae cds1-Punktmutante Klig et al. (1988)
Saccharomyces cerevisiae BY4743-YBR029c/YBR029c::KanMX Euroscarf
Agrobacterium tumefaciens GV3101 Koncz and Schell (1986)
2.3 Kultivierung der Organismen
2.3.1 Escherichia coli
Die Kultivierung der verwendeten Escherichia coli (E. coli)-Stämme erfolgte in einem 37◦C
Thermokonstantraum, bei Flüssigkulturen auf einem Schüttler (140 rpm). Als Medium wurde
LB-Medium der Firma Roth nach Herstellerangaben verwendet, für Festmedien wurden 15 g/L
Kobe-I-Agar (Roth) hinzu gegeben. Das Medium wurde bei 121◦C und 3 bar 15 Minuten au-
toklaviert. Je nach Bedarf wurden nach dem Autoklavieren sterilfiltrierte Antibiotika-Lösungen
unter sterilen Bedingungen hinzugefügt.
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2.3.2 Agrobacterium tumefaciens GV3101
Die Kultivierung des verwendeten Agrobacterium tumefaciens-Stammes GV3101::pMP90RK
(Koncz and Schell, 1986) erfolgte in einem Thermokonstantraum bei 28◦C, bei Flüssigkulturen
auf einem Schüttler (100 rpm). Das verwendete Medium entsprach dem für die E.coli - Kulturen
verwendeten.
2.3.3 Saccharomyces cerevisiae
Die verwendeten Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)-Stämme wurden bei 28◦C in einem
Thermokonstantraum kultiviert, bei Flüssigkulturen auf einem Schüttler (100 rpm). Zur Herstel-
lung kompetenter Zellen wurden die Stämme in YPD-Medium ( 1% Hefeextrakt (Duchefa); 2%
Pepton (Duchefa); 2% Glukose (Roth) in A. dest.; autoklaviert) angezogen. Für die Selektion
und Kultivierung von Mutanten und transformierten Zellen wurde Selektions-Minimalmedium
verwendet (Tabelle 2.3).
Tabelle 2.3: Zusammensetzung des Hefe-Minimalmediums. Die Komponenten wurden in A. dest. gelöst, der pH auf
7,0 eingestellt und danach mit A. dest. auf 1 Liter aufgefüllt. Das Medium wurde bei 121◦C und 3 bar für 15 Minuten
autoklaviert. Nach dem Autoklavieren wurden je nach Anwendung Antibiotika oder weitere Zusätze unter sterilen
Bedingungen beigefügt. CSM: complete synthetic medium (Aminosäure-Mix).
Konzentration Komponente
2% (w/v) Glukose oder Galaktose (Roth)
0,66 g/l CSM ohne Uracil und Leucin (Bio101)
5g/l Ammoniumsulfat (Applichem)
1,75 g/l Yeast-Nitrogen-Base (Bio101)
20 g/l Kobe-I-Agar (Roth) (nur für Festmedium)
2.3.4 Nicotiana tabacum BY2
N. tabacum BY2 - Flüssigkulturen (Nagata et al., 1992) wurden in MSBY-Medium (Tabelle 2.4)
bei 24◦C im Dunkeln und unter Schütteln (140 rpm) kultiviert. Alle 7 Tage wurde eine Subkultur
angelegt und die alte Kultur verworfen. Dazu wurden 100 ml frischen MSBY-Mediums unter
sterilen Bedingungen mit 2,5 ml Tabakzellkultur inokuliert. Zur Herstellung stabil transformier-
ter Linien wurde Zellmaterial nach der Transformation und nach Abtötung der Agrobakterien
auf MSBY-Festmedium mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und bei 24◦C im Dun-
keln kultiviert. Nach 3-6 Wochen wurden Teile des gewachsenen Kallusmaterials auf frische
Festmedien überführt und alle 4 Wochen eine Subkultur angelegt.
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Tabelle 2.4: Zusammensetzung des MSBY-Mediums (nach Rezept der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ)). Der pH Wert wurde auf 5,8 eingestellt und das Medium bei 121◦C und 3 bar für 15
Minuten autoklaviert.
Konzentration Komponente
4,3 g/l MS-Salze (Duchefa)
30 g/l Saccharose (Carl Roth)
1 mg /l Thiamin (Sigma)
0,2 mg/l 2,4-Dichlorphenoxyessigsäure (Duchefa)
100 mg/l myo-Inositol (Duchefa)
9 g/l Pflanzen-Agar (Duchefa) (für Festmedium)
2.3.5 Arabidopsis thaliana
Alle T-DNA Insertionslinien wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock Center (Scholl et al.,
2000) und dem Institut National de Recherche Agronomique (INRA; (Bechtold et al., 1993;
Bouchez et al., 1993)) bezogen. Die Samen wurden entweder direkt auf Erde (Einheitserde mit
Sand) oder nach Oberflächensterilisation (in Ethanol(99%) gewaschen, 5 Minuten in Ethanol
(70%) inkubiert, erneut mit Ethanol (99%) gewaschen und getrocknet) auf MSG-Medium (Ta-
belle 2.5) ausgelegt. Die Petrischalen wurden mit Micropore-Band (3M) verschlossen bzw. die
Erdtöpfe mit einer Haube bedeckt und die Samen für 16 Stunden bei 4◦C gelagert. Die Kulti-
vierung erfolgte dann in einem Thermokonstantraum bei 22◦C und einer Lichtintensität von 60
µmol*m−2*s−1. Nach zwei bis drei Wochen wurde das Genom der Pflanzen mittels PCR analy-
siert. Danach wurden die Pflanzen in größere Gefäße mit MSG-Festmedium oder auf mit Erde
gefüllte Töpfe in Pflanzschalen, die von unten bewässert wurden, transferiert. Bis zur Ausbil-
dung großer Rosetten wurden die Pflanzen unter Kurztagbedingungen (Zyklus von 8 Stunden
Beleuchtung und 16 Stunden Dunkelheit) gehalten, zur Induktion der Blüte unter Langtagbe-
dingungen (Zyklus von 16 Stunden Beleuchtung und 8 Stunden Dunkelheit), wobei die Töpfe
mit einzelnen Pflanzen zur Verhinderung von Fremdbestäubung in nach oben offenen transpa-
renten Tüten verpackt wurden.
Tabelle 2.5: Zusammensetzung des MSG-Mediums. Die Komponenten wurden in A. dest. gelöst, der pH Wert wurde
auf 5,7 eingestellt und das Medium bei 121◦C und 3 bar für 15 Minuten autoklaviert.
Konzentration Komponente
4,2 g/l MS-Medium mit GamborgB5-Vitaminen (Duchefa)
4 g/l Pflanzen-Agar (Duchefa)
30 g/l Saccharose (Roth) (bei Bedarf)
Zur Erzeugung von Kreuzungen wurden entsprechende Pflanzen herangezogen, bis diese et-
wa 10 cm lange Sekundärinfloreszenzen mit Blütenknospen ausgebildet hatten. Bei den später
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als Empfänger dienenden Pflanzen wurden die unreifen Staubblätter aus etwa 10 Knospen
unter dem Binokular mit einer Pinzette (Inox7, neolab) entfernt. Alle anderen Knospen, auch
die später nachwachsenden, wurden komplett abgetrennt, um eine Selbstbestäubung zu un-
terbinden. Nach 2 Tagen wurden die nun vergrößerten Stempel mit Pollen der entsprechenden
Spenderpflanze unter dem Binokular bestäubt. Bis zur Schotenreife wurden die Pflanzen wei-
ter unter Langtagbedingungen, aber isoliert von anderen Pflanzen, inkubiert. Die abgeernteten
Samen wurden bei 4◦C im Dunkeln gelagert bzw. direkt ausgesät. Der Erfolg der Kreuzung
wurde mittels PCR analysiert.
Zum Anlegen einer Kultur aus Kallusgewebe wurden Explantate aus Blütenstielen auf speziel-
le Agarplatten gelegt. Diese enthielten neben Zucker und Nährsalzen auch die Phytohormone
Auxin (NAA) und Benzylamniopurin (BAP) zur Induktion des Kalluswachstums an den Schnitt-
stellen des Explantats (nach Howell):
• 7,5 g/l Pflanzen-Agar (Duchefa)
• 4,4 g/l Gamborg B5 - Medium (Duchefa)
• 30 g/l Saccharose (Carl Roth)
• in A. dest. lösen, pH auf 5,8 einstellen und auf 1 Liter auffüllen
• nach Autoklavieren (121◦C, 3 bar, 15 Minuten) 90 µl BAP (0,5mg/ml) und 4ml NAA
(0,1mg/ml) (beides sterilfiltriert) zugegeben
Zur Kultivierung der Kalluskulturen wurde folgendes Medium verwendet:
• 3,16 g/l Gamborg B5 Medium (Duchefa)
• 10 g/l Pflanzen-Agar (Duchefa)
• 30 g/l Saccharose (Carl Roth)
• in A. dest. lösen, pH auf 5,8 einstellen und auf 1 Liter auffüllen
• nach Autoklavieren (121◦C, 3 bar, 15 Minuten) 500 µl 2,4-Dichlorphenoxyessigsäure (1
mg/ml ; Duchefa) und 100 µl Kinetin (0,5 mg/ml; Duchefa) (beides sterilfiltriert) zugegeben
2.4 Herstellung kompetenter Zellen
2.4.1 Escherichia coli
Bei der Herstellung kompetenter E. coli-Zellen für die Transformation mittels Elektroporation,
wurde weitgehend nach Anleitung des Elektroporator-Herstellers (BIORAD) verfahren. Nach
Beimpfung von 20 ml LB-Medium mit einer Impföse Zellmaterials von einer frischen Festmedium-
Kultur erfolgte eine Kultivierung unter Schütteln (140 rpm) über Nacht bei 37◦C. Mit 2 ml dieser
Vorkultur wurden 200 ml LB-Medium beimpft und unter Schütteln bei 37◦C inkubiert, bis eine
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OD600 von 0,7 erreicht war. Nach Abkühlung der Kultur auf Eis, um das Wachstum zu stoppen,
wurden die Zellen durch Zentrifugation (2975 g, 10 Minuten, 4◦C) geerntet. Das Zellsediment
wurde nun in 30 ml zehnprozentiger steriler Glycerinlösung resuspendiert und erneut durch
Zentrifugation (2975 g, 10 Minuten, 4◦C) sedimentiert. Dieser Waschschritt erfolgte noch zwei
weitere Male, einmal mit 20 ml und einmal mit 10 ml der Glycerinlösung. Nach dem dritten
Waschen wurde das Sediment in 400 µl der Glycerinlösung aufgenommen, in 40 µl Portio-
nen aliquotiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die kompetenten Zellen konnten bei
-80◦C mehrere Monate ohne Qualitätsverlust gelagert werden.
2.4.2 Agrobacterium tumefaciens
Die Herstellung elektrokompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen erfolgte durch Behand-
lung mit CaCl2. Eine Vorkultur von 20 ml LB-Medium (Roth) mit Gentamycin (50 µg/l) und Ka-
namycin (50 µg/l) zur Selektion auf das Ti-Helferplasmid und Rifampicin (20 µg/l) zur Selektion
auf den Stamm, sowie Antibiotika zur Selektion auf das eingeführte Vektorkonstrukt, wurde mit
einer Einzelkolonie von einer Festmedium-Kultur angeimpft und bei 28◦C für 24 bis 48 Stunden
inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 150 ml LB-Medium (versetzt mit den entsprechenden
Antibiotika) als Hauptkultur angeimpft und bei 28◦C inkubiert, bis eine OD600 von 0,6 erreicht
war. Die Zellen wurden auf 4◦C herabgekühlt und bei 4◦C geerntet (2975 g, 15 Minuten). Das
Sediment wurde in 2 ml einer eiskalten Calciumchloridlösung (10 mM; sterilfiltriert; Roth) re-
suspendiert und in 100 µl-Portionen auf 1,5 ml Reaktionsgefäße verteilt. Die Aliquots wurden
in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80◦C gelagert.
2.4.3 Saccharomyces cerevisiae
Bei der Herstellung kompetenter S.cerevisiae-Zellen für die Transformation mittels Elektropo-
ration, wurde weitgehend nach Anleitung des Elektroporator-Herstellers (BIORAD) verfahren.
Nach Beimpfung von 20 ml YPD-Medium mit einer großen Einzelkolonie von einer Nährme-
dienplatte (nach zwei Tagen Inkubation), erfolgte eine Kultivierung unter Schütteln über Nacht
bei 28◦C. Mit dieser Vorkultur wurden am nächsten Tag 200 ml YPD-Medium auf eine OD600
von 0,2 angeimpft und unter Schütteln bei 28◦C inkubiert, bis eine OD600 von 1,0 bis 2,0 er-
reicht war. Nach Abkühlung der Kultur auf Eis, um das Wachstum zu stoppen, wurden die
Zellen durch Zentrifugation (2000 g, 10 Minuten, 4◦C) geerntet. Das Zellsediment wurde in 50
ml A.dest. resuspendiert und erneut durch Zentrifugation (2000 g, 10 Minuten, 4◦C) sedimen-
tiert. Dieser Waschschritt erfolgte ein weiteres Mal mit 20 ml A. dest. und einmal mit 30 ml
Sorbitlösung (1M). Nach dem dritten Waschen wurde das Sediment in 200 µl Sorbitlösung(1M)
aufgenommen, in 60 µl Portionen aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert.
Die kompetenten Zellen können nicht längere Zeit aufbewahrt werden.
18 2 Material und Methoden CDP-DAG Synthasen aus A. thaliana
2.5 Plasmidisolation
2.5.1 Plasmidisolation aus Bakterien
Zur Plasmidisolation aus Bakterienstämmen wurde die alkalische Lyse nach Birnboim and Do-
ly (1979) eingesetzt. Zellen einer 4 ml-Vorkultur wurden geerntet (Zentrifugation bei 10000 g
für 2 Minuten), der Überstand verworfen und das Sediment in 250 µl Lösung I (siehe 2.6) re-
suspendiert. Durch Zugabe von von 250 µl Lösung II (siehe 2.6) und mehrmaliges Invertieren
wurden die Zellen lysiert, was am Aufklaren der Lösung zu erkennen war. Nach Hinzufügen
von 250 µl Lösung III (siehe 2.6) und gründlichem Mischen, konnte ausgefallenes SDS, sowie
Proteine und Zellreste mit genomischer DNA, durch Zentrifugation (20000 g und 4◦C für 10
Minuten) abgetrennt werden. Der nukleinsäurehaltige Überstand wurde in ein neues Reakti-
onsgefäß überführt, zum Abbau der RNA mit 5 µl RNase (10 mg/ml, DNasefrei, Applichem)
versetzt und für 15 Minuten bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurde 1 Volumen Isopropanol
zugegeben, sorgfältig gemischt, die Probe zur Fällung bei -20◦C für 10 Minuten inkubiert und
danach bei 4◦C für 20 Minuten zentrifugiert (20000 g). Das Sediment wurde mit 150 µl Ethanol
(70%) gewaschen, nach Trocknung bei Raumtemperatur in 60 µl A. dest. gelöst und bis zum
weiteren Gebrauch bei -20◦C gelagert. Der Gehalt an DNA wurde über eine Mengenabschät-
zung nach gelelektrophoretischer Auftrennung im Vergleich zu einem Marker (1kb-DNA-Leiter,
Fermentas; siehe Anhang) bestimmt. Wurden größere Mengen an Plasmid-DNA oder ein hö-
herer Reinheitsgrad benötigt, so wurde die Isolation mit einem Kit der Firma Macherey und
Nagel für Mini- bzw. Midi-Präparationen gemäß den Herstellerangaben durchgeführt.
Tabelle 2.6: Zusammensetzung der Puffer für die alkalische Lyse.
Bezeichnung Konzentration Komponente
Lösung I 50 mM Glukose
10 mM EDTA
25 mM Tris-HCl, pH 8,0
Lösung II 0,2 M NaOH
1% (w/v) SDS
Lösung II 3 M Kalium-Acetat
1,8 M Ameisensäure
Für die Plasmidisolation aus Agrobakterien wurde das Protokoll durch eine Extraktion mittels
Phenol-Chloroform und eine erneute Fällung mit Ethanol ergänzt. Dazu wurde nach ersten
Fällung mit Isopropanol das Sediment in 100 µl A. dest. aufgenommen und mit 300 µl Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1; Carl Roth) versetzt. Nach gründlichem Schütteln wurde
zur schnelleren Phasentrennung zentrifugiert (10000 g; 5 Minuten) und die Oberphase in ein
frisches Reaktionsgefäß überführt. Die Oberphase wurde mit 1 Volumen Chloroform gründlich
vermischt und erneut zentrifugiert. Nach erneutem Überführen der Oberphase in ein frisches
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Gefäß wurden diese mit 3 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen Natriumacetatlösung (3 M, pH
5,2) vermischt. Die Fällung erfolgte 20 Minuten bei -20◦C. Die DNA wurde durch Zentrifugation
bei 20000 g und 4◦C für 30 Minuten sedimentiert, mit Ethanol (70%) gewaschen, in 50 µl
A. dest. aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20◦C gelagert. Der Gehalt an
DNA wurde über Abschätzung nach gelelektrophoretischer Auftrennung im Vergleich zu einem
Marker (1kb-DNA-Leiter, Fermentas; siehe Anhang) bestimmt.
2.5.2 Plasmidisolation aus Hefen
Zur schnellen Plasmid-DNA-Isolation aus Hefekolonien für die Überprüfung durch Retransfor-
mation in E. coli wurde das Protokoll ´Colony Plasmid Rescue´ von J. Sidorova und L. Breeden
(Hoffman and Winston, 1987) verwendet. In ein 1,5 ml-Eppendorf-Gefäß wurden 20 µl Extrak-
tionspuffer (2% (v/v) Triton X-100 / 1% (w/v) SDS / 100 mM NaCl / 10 mM Tris-HCl, pH 8.0
/ 1 mM EDTA, pH 8.0) und Glasperlen (eine zu 1/3 gefüllte Kappe eines 0,65 ml Eppendorf-
Gefäßes, etwa 150 mg) vorgelegt. Nachdem ein kleiner Teil einer frischen Hefekolonie (nach
zwei Tagen Inkubation bei 28◦C) als Referenz ausgestrichen worden war, wurde der Rest in
dem Extraktionspuffer/Glasperlen-Gemisch suspendiert. Nach gründlichem Mischen wurden
20 µl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (Roth) hinzu gegeben und der Ansatz 5 Minuten auf
einem Vortex geschüttelt. Nach einem Zentrifugationsschritt (20000 g für 5 Minuten) wurde der
Überstand in ein neues Gefäß überführt und für die Transformation von E. coli - Zellen ver-
wendet bzw. bei -20◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Der Gehalt an DNA wurde über
Abschätzung nach gelelektrophoretischer Auftrennung im Vergleich zu einem Marker (Fermen-
tas) bestimmt.
2.6 Transformation
2.6.1 Escherichia coli
Zur Transformation von kompetenten E.coli-Zellen wurde die Elektroporationsmethode mit dem
System der Firma BIORAD verwendet. Durch einen elektronischen Mikropuls wird die Aufnah-
me von Plasmid-DNA durch Hefezellen in einer salzfreien, aber isotonischen Lösung (10 %
Glycerin) ermöglicht. Hierzu wurden 50 ng Plasmid-DNA in einem Volumen von 1-2 µl zu einem
40 µl Aliquot Zellsuspension gegeben, der Ansatz gemischt und eine Minute auf Eis inkubiert.
Danach wurde der Ansatz in eine Elektroporationsküvette (BIORAD) mit einer 0,1 cm-Spalte
transferiert. Die Küvette wurde verschlossen und in den Elektroporator eingeführt. Unmittelbar
nach der Gabe eines Mikropulses mit dem Programm Ec1 (1,8 kV; 5 ms) des Gerätes wurde
die Küvette herausgenommen und 1 ml steriles LB-Medium (Roth) hinein pipettiert. Die Zell-
suspension wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und zur Regeneration
der Bakterienzellen in einem Eppendorf-Thermoschüttler bei 37◦C und 900 rpm für 45 Minu-
ten inkubiert. Je nach Anwendung wurden 50 - 200 µl der Kultur oder das Zellsediment nach
Zentrifugation (15000 g, 30 Sekunden) auf Selektionsmedium (LB-Medium mit den geeigneten
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Antibiotika) ausplattiert. Nach 16 Stunden Inkubation bei 37◦C konnten gewachsene Kolonien
analysiert und als Referenz auf Selektionsmedium ausgestrichen werden.
2.6.2 Agrobacterium tumefaciens
Die Transformation von kompetenten A.tumefaciens-Zellen des Stammes GV3101 wurde mit-
tels Hitzeschock durchgeführt. Zu einem 100 µl-Aliquot kompetenter Zellen wurden etwa 250
ng Plasmid-DNA in einem Volumen von 5 bis 10 µl gegeben. Der Ansatz wurde zunächst 2
Minuten auf Eis und dann 5 Minuten bei 37◦C inkubiert. Sofort nach dem Hitzeschock wurde 1
ml LB-Medium (mit Rifampicin (50 µg/ml) und Gentamycin (50 µg/ml) / Kanamycin (50 µg/ml))
zur Selektion auf den Stamm und das Ti-Plasmid) hinzugefügt und die Zellen bei 28◦C und 900
rpm im Eppendorf-Thermoblock für 4 Stunden zur Regeneration inkubiert. 200 µl des Ansatzes
und das Pellet nach Zentrifugation (20000 g, 2 Minuten, Raumtemperatur) wurden jeweils auf
LB-Medium (mit den Antibiotika Rifampicin (50 µg/ml) / Gentamycin (50 µg/ml) / Kanamycin
(100 µg/ml) und je nach Vektor zusätzlich Spectinomycin/Streptomycin (300/100 µg/ml) oder
Carbenicillin (100 µg/ml)) ausplattiert und für 36 bis 48 Stunden bei 28◦C inkubiert.
2.6.3 Saccharomyces cerevisiae
Zur Transformation von kompetenten Hefezellen wurde die Elektroporationsmethode mit dem
System der Firma BIORAD verwendet. Durch einen elektronischen Mikropuls wird die Auf-
nahme von Plasmid-DNA durch Hefezellen in einer salzfreien, aber isotonischen Lösung er-
möglicht. Hierzu wurden 100-200 ng Plasmid-DNA in einem Volumen von 2-4 µl zu einem 60
µl Aliquot Zellsuspension gegeben, der Ansatz gemischt und fünf Minuten auf Eis inkubiert.
Danach wurde der Ansatz in eine Elektroporationsküvette (BIORAD) mit einer 0,2 cm-Spalte
transferiert. Die Küvette wurde verschlossen und in den Elektroporator eingeführt. Unmittelbar
nach der Gabe eines Mikropulses mit dem Programm Sc2 (1,5 kV; 5 ms) des Gerätes wurde die
Küvette herausgenommen und 1 ml einer sterilen Sorbitlösung (1M) hinein pipettiert. Die Zell-
suspension wurde in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und zur Sedimentation
zentrifugiert (10000 g, 1 Minute). Das Zellsediment wurde in 100 µl der Sorbitlösung resus-
pendiert und auf Selektions-Minimalmedium ausplattiert. Nach 48-72 Stunden Inkubation bei
28◦C konnten gewachsene Kolonien analysiert und auf Referenzplatten ausgestrichen werden.
Zur Analyse wurde eine Schnell-Plasmidisolation durchgeführt. Mit den isolierten Plasmiden
konnten kompetente E.coli-Sure-Zellen transformiert werden, was durch die Amplifikation ei-
ne Prüfung über eine Restriktionsanalyse auf das Vorhandenseins des gewünschten Plasmids
ermöglichte.
2.6.4 Nicotiana tabacum BY2
Zur transienten Transformation von BY2-Zellen (Sack et al., 2007) wurden, unter sterilen Bedin-
gungen, in einer Petrischale 3 ml BY2-Suspensionskultur (4 Tage alt) mit 3 µl Acetosyringon-
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Lösung (Endkonzentration 200 µM, Sigma-Aldrich) versetzt und die gewünschten Agrobakteri-
en zu einer berechneten OD600 von 0,05 hinzugegeben.
Die Lösung wurde durch Schwenken der geschlossenen Petrischale gemischt und im Dunkeln
bei 24◦C unter leichtem Schütteln inkubiert. Verdunstetes Wasser und verbrauchte Nährstof-
fe wurden durch Zugabe frischen MSBY-Mediums ersetzt, sodass die Zellen vor allem nicht
austrockneten. Nach 3 bis 5 Tagen wurde der Erfolg der Transformation unter dem Fluores-
zenzmikroskop kontrolliert und photografisch dokumentiert.
Zur Herstellung stabil transformierter BY2-Linien (Sack et al., 2007) wurde der Ansatz nach den
beschriebenen 3-5 Tagen Inkubation mit 1 ml frischem Medium, das Cefotaxim (100mg/ml; Du-
chefa) zur Abtötung der Agrobakterien enthielt, versetzt. Je nach Dichte der BY2-Zellen wurden
500-1000 µl der Suspension auf anitbiotikahaltigem MSBY-Festmedium ausplattiert. Nach etwa
4 Wochen wurden die entstandenen Kalli auf frischem antibiotikahaltigem Festmedium verein-
zelt. Nach weiteren 2 Wochen wurde je ein proliferierender Kallus in MSBY-Flüssigmedium ge-
bracht, sodass durch die Scherkräfte und die hormoninduzierte Zellteilung (2,4 D im Medium)
wieder eine Suspensionskultur erhalten wurde. Diese wurde jede Woche in frisches MSBY-
Flüssigmedium umgesetzt und 3 - 5 Tagen nach dem Umsetzen unter dem Mikroskop unter-
sucht.
2.6.5 Arabidopsis thaliana
Die Transformation von A. thaliana erfolgte nach der ´Floral Dip´-Methode (Clough and Bent,
1998). Die Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen kultiviert, um möglichst große Blattro-
setten vor der Blütenausbildung zu erhalten. Um die Pflanze zur Blüte zu bringen, wurde die
Kultivierung unter Langtagbedingungen fortgeführt. Der erste Blütenstiel wurde in Bodennähe
abgeschnitten, um das Wachstum von Sekundärinfloreszenzen anzuregen. Erreichten die Blü-
tenstiele eine Länge von etwa 10 cm und wiesen erste geöffnete Knospen auf, wurde die Pflan-
ze 3 mal 2 Minuten lang in eine Agrobakteriensuspension getaucht, so dass alle Blütenstände
und Knospen benetzt wurden. Zur Herstellung der Suspension war eine Agrobakterienkultur
bis zu einer OD600 von 2,0 herangezogen worden. Die Bakterien wurden durch Zentrifugati-
on (3500 g, 4◦C, 20 Minuten) geerntet, das Sediment in 500 ml Saccharoselösung (5%, w/v)
resuspendiert und mit 100 µl des Detergenzes Silvet77 (Endkonzentration 0,002%) verrührt.
Dieses senkt die Oberflächenspannung der Suspension und erleichtert eine gleichmäßige Be-
netzung der Pflanze. Nach dem dreimaligen Eintauchen wurden die Pflanzen in durchsichtige
Plastiktüten zum Schutz vor Kontamination mit Pollen anderer Pflanzen verpackt und in einer
feuchten Kammer bei Dunkelheit und einer Temperatur von 14◦C 16 Stunden lang inkubiert.
Danach erfolgt die weitere Kultivierung wieder unter Langtagbedingungen bis die reifen Samen
geerntet werden konnten.
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2.7 Isolation von genomischer DNA
2.7.1 Isolation von DNA aus Arabidopsis thaliana mit Phenol
50-100 mg Blattmaterial wurden zusammen mit 0,2 g Keramikperlen in ein Reaktionsgefäß
gegeben und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Durch Schütteln wurde das Blattmateri-
al zerkleinert und danach mit 500 µl Extraktionspuffer (Tris-HCl, pH 8,5 100 mM / NaCl 100
mM / EDTA, pH 8,0 10 mM / SDS 2% (w/v)) versetzt. Im Maganalyser (Roche) wurde das
Material weiter zerkleinert (30 Sekunden/ Geschwindigkeit 6000) und der dabei entstehende
Schaum anschließend durch Zentrifugation (10 Minuten bei 20000 g) beseitigt. Nach Zugabe
von 500 µl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1; Roth) wurde die Probe 30 Sekunden
lang geschüttelt und dann zur Phasentrennung 5 Minuten bei 20000 g zentrifugiert. Die DNA
befindet sich danach in der oberen wässrigen Phase, Proteine und Blattreste lagern sich in
der Interphase ab. Etwa 400 µl der wässrigen oberen Phase wurden in ein neues Reakti-
onsgefäß überführt und mit 1 Volumen Chloroform gemischt. Nach erneuter Zentrifugation (5
Minuten bei 20000 g) wurde die obere Phase erneut in ein frisches Reaktionsgefäß gegeben
und mit 2 Volumen Ethanol(96%) gründlich vermischt. Zur Fällung der DNA erfolgte eine Inku-
bation bei -20◦C für 10 Minuten mit anschließender Zentrifugation bei 4◦C und 20000 g für 20
Minuten. Die sedimentierte DNA wurde mit 150 µl Ethanol (70%) gewaschen und nach Trock-
nung bei Raumtemperatur in 50 µl A. dest. gelöst. Zum Abbau der RNA wurden 5 µl RNase
(10mg/ml;DNasefrei; Applichem) zugegeben und der Ansatz 15 Minuten bei 37◦C inkubiert.
Die DNA wurde bei -20◦C gelagert.
2.7.2 Schnellmethode zur Isolation von DNA aus Arabidopsis thaliana
5 bis 50 mg Blattmaterial wurden mit 0,2 g Keramikperlen in ein Reaktionsgefäß gegeben
und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Durch heftiges Schütteln wurde das Blattmaterial
zerkleinert und mit 500 µl Extraktionspuffer (Tris-HCl, pH 8,5 100 mM / NaCl 100 mM / EDTA,
pH 8,0 10 mM / SDS 2% (w/v)) versetzt. Danach wurden 100 µl Chloroform hinzugefügt und
die Probe wurde 10 Minuten im Thermomixer (Eppendorf) auf höchster Stufe geschüttelt. Nach
Zentrifugation bei 20000 g für 10 Minuten wurden 200 µl der wässrigen Oberphase, die die
Nukleinsäuren enthielt, in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. Proteine und unzerkleinerte
Blattreste befanden sich in der Interphase. Zur Oberphase wurden 200 µl Isopropanol gegeben
und das Gemisch zur Fällung der DNA 20 Minuten bei -20◦C inkubiert. Durch Zentrifugation bei
4◦C und 20000 g für 20 Minuten wurden die Nukleinsäuren sedimentiert. Das Sediment wurde
mit 300 µl Ethanol (70%) gewaschen und nach Trocknung bei 37◦C in 30 µl A. dest. gelöst.
Zum Abbau der RNA wurden 5 µl RNase (10mg/ml;DNasefrei; Applichem) zugegeben, worauf
eine Inkubation für 15 Minuten bei 37◦C erfolgte. Die DNA wurde bei -20◦C gelagert.
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2.7.3 Isolation von DNA aus S.cerevisiae
Zur schnellen Isolation von chromosomaler DNA aus Hefezellen wurde die ´Bust and Grab´-
Methode (Harju et al., 2004) angewendet. Zellmaterial von einer großen Kolonie wurde in einem
1,5 ml Reaktionsgefäß in 200 µl Extraktionspuffer (2% (v/v) Triton X-100 / 1% (w/v) SDS / 100
mM NaCl / 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 / 1 mM EDTA, pH 8.0) resuspendiert. Das Gefäß wurde in
einem Trockeneis-Ethanol-Bad für 2 Minuten und danach in einem Thermoblock (Eppendorf)
für 1 Minute bei 95◦C inkubiert. Nach einmaliger Wiederholung der letzten beiden Schritte wur-
de die Probe 30 Sekunden lang auf einem Vortex geschüttelt. Es folgte eine Zugabe von 200 µl
Chloroform, sowie erneutes Schütteln für 5 Minuten. Zur Phasentrennung wurde die Probe bei
20000 g und Raumtemperatur für 3 Minuten zentrifugiert und die wässrige Oberphase in ein fri-
sches Reaktionsgefäß überführt. Danach wurden 400 µl Ethanol (99%, eiskalt) hinzugegeben
und der Ansatz sorgfältig gemischt. Zur Fällung der DNA wurde die Lösung für 10 Minuten bei
-20◦C inkubiert und durch Zentrifugation bei 20000 g und 4◦C für 10 Minuten sedimentiert. Der
Überstand wurde gründlich entfernt und das Sediment mit 500 µl Ethanol (70%) gewaschen.
Nach Zentrifugation bei 20000 g und Raumtemperatur für 5 Minuten wurde erneut der Über-
stand restlos entfernt und die DNA bei 37◦C getrocknet. Die DNA wurde in 20 µl A. dest. gelöst
und bei -20◦C gelagert.
2.8 Polymerase-Kettenreaktion
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ermöglicht die Vervielfälti-
gung von DNA-Fragmenten, auch wenn diese lediglich in geringsten Mengen vorliegen (Saiki
et al., 1985, 1988). Zuerst werden die DNA-Doppelstränge durch Erhitzen auf 94◦C denaturiert.
Dies ermöglicht die Anlagerung künstlich synthetisierter Oligonukleotide, Primer genannt, an
die Einzelstränge. Um beide Stränge zu vervielfältigen, müssen zwei Primer gewählt werden,
die an entgegengesetzten Enden des zu amplifizierenden DNA-Bereiches binden. Die Bindung
der Primer (Annealing) erfolgt über komplementäre Basenpaarung und bei einer bestimmten
Temperatur (T opta ), abhängig von Länge und GC-Gehalt des jeweiligen Primers, welche sich mit
folgender Formel näherungsweise ermitteln lassen (Mülhardt, 2003):
T opta = 0.3 ∗ TPrimerm + 0.7 ∗ TProduktm − 14.9
Dabei ist TPrimerm die niedrigere Schmelztemperatur der beiden Primer und TProduktm das Er-
gebnis dieser Formel:
TProduktm = 81.5 + 16.6 ∗ (log10[J+]) + 0.41 ∗ (%G+ C)− (675/n)
Für n ist die Basenpaarlänge des Produktes einzufügen, für J die Konzentration monovalen-
ter Kationen in Mol/L.
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Nach der Anlagerung der Primer wird die Temperatur wieder erhöht, um optimale Bedingun-
gen für die DNA-Polymerase zu schaffen. Diese benötigt außerdem MgCl2 als Cofaktor, sowie
bestimmte pH-Verhältnisse, die durch einen Puffer gewährleistet werden. Da die Temperatu-
ren zur Strangdenaturierung so hoch sein müssen, ist die PCR erst mit der Entdeckung von
hitzestabilen DNA-Polymerasen in ihrer heutigen Form möglich geworden. Das am häufigs-
ten verwendete Enzym ist die Taq-DNA-Polymerase aus dem thermophilen Mikroorganismus
Thermus aquaticus. Nach der Extension der komplementären DNA-Stränge durch die DNA-
Polymerase folgt die erneute Strangdenaturierung und danach das erneute Primer-Annealing
samt anschließender Extension. Dieser Zyklus kann in einem Thermocycler automatisiert wer-
den. Je größer die Anzahl an Zyklen, desto mehr PCR-Produkt erhält man, allerdings ist dabei
eine mögliche Erhöhung der Fehlerrate zu beachten (Erlich et al., 1991; Jagers and Klebaner,
2003). Die Fehler sind hauptsächlich durch die Polymerase bedingt (Taq-Fehlerrate: 1/1000
bp), was jedoch durch Verwendung der Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus verringert
werden kann, da diese zwar eine langsamere Syntheserate, dafür aber eine natürliche Fehler-
korrekturaktivität besitzt. Nach dem letzten Zyklus der PCR folgt noch eine finale Extension,
bevor zur Lagerung auf 4◦C herabgekühlt wird.
2.8.1 Zusammensetzung der PCR-Reaktionsansätze
Tabelle 2.7: Zusammensetzung der für die PCR mit Taq-Polymerase verwendeten Reaktionsansätze.
Menge Komponente
19,5µl A. bidest.
2,5µl 10fach-Puffer, inkl. MgCl2 (15 mM)
0,3µl dNTP-Mix (25 mM)
0,2µl Supratherm-Taq-Polymerase (Genecraft)
1,25µl Primer 1
1,25µl Primer 2
1,0 µl DNA-Template
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Tabelle 2.8: Zusammensetzung der für die PCR mit Pfu-Polymerase verwendeten Reaktionsansätze
Menge Komponente
26,4µl A. bidest.
10,0 µl 5fach-Puffer, inkl. MgCl2 (22 mM)
0,6µl dNTP-Mix (25 mM)
2,0 µl Accutherm-Pfu-Polymerase (Genecraft)
4,0 µl Primer 1
4,0 µl Primer 2
3,0 µl DNA-Template, 100-200 ng
2.8.2 SOE-PCR
Mit der Methode ´splicing by overlap extension´ (SOE) (Warrens et al., 1997) werden zwei
DNA-Fragmente über komplementäre Basenpaarung zusammengefügt und das entstandene
Produkt amplifiziert. Dazu werden zunächst beide Fragmente über einen Primer mit einem
Überhang versehen, der komplementär zu der gewünschten Verbindungsstelle des jeweils an-
deren Fragmentes ist (Schritt 1, siehe Abbildung 2.1 (A) und Tabelle 2.9).
fw1 fw2
rv1 rv2
rv2
fw1
A
B
C
Abbildung 2.1: Schematischer Ablauf der SOE-PCR (Warrens et al., 1997). A: Im ersten Schritt werden die zu
verbindenden DNA-Fragmente amplifiziert und dabei über einen Primer mit einem Überhang versehen, der komple-
mentär zur gewünschten Verbindungsstelle mit dem anderen Fragment ist. B: Die beiden Fragmente mit Überhang
werden in einen PCR-Ansatz ohne Primer gegeben, lagern sich nach der Denaturierung an der Verbindungsstel-
le zusammen und die Stränge werden durch die Polymerase verlängert. C: Die zusammengefügten Fragmente
werden in einem dritten PCR-Schritt durch Zugabe der entsprechenden Primer amplifiziert.
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Die Ansätze werden danach gelelektrophoretisch aufgetrennt, die gewünschten Fusions-
Fragmente anhand ihrer Länge identifiziert und aus dem Gel herausgeschnitten. Nachdem
die DNA aus dem Gel extrahiert worden ist, wird die DNA beider Fragmente als Template in
den nächsten Schritt eingesetzt. Im zweiten Schritt (siehe Abbildung 2.1 (B) und Tabelle 2.10)
werden die Fragmente nach dem Denaturieren bei einer Temperatur, die ein Anlagern der Über-
hänge ermöglicht, inkubiert und dadurch verbunden. Bei diesem Schritt sind keine Primer nötig.
Ein Teil des Ansatzes wird danach als Template in den letzten Schritt eingesetzt. Durch den Vor-
wärtsprimer des einen und den Rückwärtsprimers des anderen Fragmentes wird das zusam-
mengefügte Fragment amplifiziert (siehe Abbildung 2.1 (C) und Tabelle 2.11). Abschließend er-
folgt eine erneute gelelektrophoretische Auftrennung und Reinigung des Fusions-Fragmentes
aus dem Gel. Die DNA kann nun für Klonierungen eingesetzt oder bei -20◦C gelagert werden.
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Tabelle 2.9: PCR-Programm für SOE, 1. Schritt. Zunächst wird eine niedrige Temperatur verwendet, um das An-
lagern der Primer mit Überhang zu erleichtern. Danach folgen 10 Zyklen zur spezifischen Amplifikation bei einer
höheren Temperatur.
Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95◦C 3 Minuten
Denaturierung 95◦C 1 Minute -
Annealing 52◦C 45 Minute | 2 Zyklen
Elongation 72◦C 4,5 Minuten -
Denaturierung 95◦C 1 Minute -
Annealing 58◦C 45 Minute | 10 Zyklen
Elongation 72◦C 4,5 Minuten -
Finale Extension 72◦C 15 Minuten
Lagerung 4 ◦C bis Gebrauch
Tabelle 2.10: PCR-Programm für SOE, 2. Schritt. Es werden keine Primer hinzu gegeben.
Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95◦C 3 Minuten
Denaturierung 95◦C 1 Minute -
Annealing 48◦C 45 Sekunden | 4 Zyklen
Elongation 72◦C 4,5 Minuten -
Finale Extension 72◦C 15 Minuten
Lagerung 4 ◦C bis Gebrauch
Tabelle 2.11: PCR-Programm für SOE, 3. Schritt. Amplifikation des Fusionsfragmentes.
Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95◦C 3 Minuten
Denaturierung 95◦C 1 Minute -
Annealing 58◦C 45 Minute | 14 Zyklen
Elongation 72◦C 4,5 Minuten -
Finale Extension 72◦C 15 Minuten
Lagerung 4 ◦C bis Gebrauch
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2.8.3 PCR mit Zellmaterial aus Bakterien-/Hefekolonien zur Identifikation positiver
Klone
Tabelle 2.12: PCR-Programm für die Identifikation positiver Klone mit direkter Verwendung von Zellmaterial aus
Bakterien-/Hefekolonien als Template.
Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95◦C 3 Minuten
Denaturierung 95◦C 30 Sekunden -
Annealing 52◦C 45 Sekunden | 30 Zyklen
Elongation 72◦C 1 Minute -
Finale Extension 72◦C 7 Minuten
Lagerung 4 ◦C bis Gebrauch
2.8.4 Überprüfung von Arabidopsis T-DNA-Mutanten durch PCR
Tabelle 2.13: PCR-Programm zur Analyse von genomischer DNA aus Arabidopsis-Wildtyp und -Insertionsmutanten.
Schritt Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95◦C 3 Minuten
Denaturierung 95◦C 30 Sekunden -
Annealing 58◦C 35 Sekunden | 35 Zyklen
Elongation 72◦C 1 Minute 20 Sekunden -
Finale Extension 72◦C 5 Minuten
Lagerung 4 ◦C bis Gebrauch
2.9 Agarose-Gelelektrophorese
In einem elektrischen Feld wandern DNA-Fragmente, weil sie negativ geladen ist, vom Minus-
zum Pluspol und können mit einem geeigneten Träger- und Laufmaterial ihrer Größe nach auf-
getrennt werden. Verwendung findet dazu z.B. eine Trägermatrix aus Agarose. Beim Erkalten
polymerisiert erhitzte Agaroselösung zu einer Art grobmaschigem Molekularsieb. Als leitendes
Laufmittel wird ein Puffer mit entsprechender Ionenstärke eingesetzt.
Zur Auftrennung von PCR-Produkten oder Restriktionsfragmenten wurde standardmäßig eine
1% (w/v) Agarose (Roth)-Lösung (in TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer; 40 mM Tris-Acetat
(pH 7,5) / 20 mM Natriumacetat / 1 mM EDTA) aufgekocht und nach Abkühlen auf etwa 60◦C
mit 15 µl Ethidiumbromid-Lösung (10 mg/ml) pro 500 ml Agaroselösung versetzt. Die Lösung
wurde in eine horizontale Gelelektrophorese-Kammer gegossen und ein Kamm eingesetzt, so-
dass bei der Auspolymerisierung Taschen für die aufzutragenden Proben im Gel entstanden.
Danach wurde die Gelkammer mit TAE-Puffer gefüllt, das Gel dabei vollständig bedeckt und
der Kamm herausgezogen. Die DNA-Proben wurden mit einer Farbstoff-Saccharose-Lösung
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versetzt und in je eine Tasche des Gels gefüllt. Zur Fragmentgrößenbestimmung wurde in eine
Tasche ein Größenmarker pipettiert (siehe Anhang). Die Elektrophorese lief unter einer kon-
stanten Spannung von 70V ab. Durch Illumination mit UV-Licht wurden die DNA-Banden über
die Fluoreszenz des in die DNA-Stränge interkalierten Ethidiumbromids sichtbar gemacht und
das Ergebnis mit Hilfe eines digitalen Kamerasystems dokumentiert.
2.10 Sequenzierung
Die Sequenzierung der Proben mittels Fluoreszenzmarkierung und Kapillarelektrophorese auf
einem ABI-Prism-3700, wurde vom Sequenzierteam des Fraunhofer IME durchgeführt.
Die Kontrolle der Sequenzen erfolgte mit dem Programm Chromas und durch Alignment mit
den Datenbanksequenzen durch das Programm Clustal-X (Larkin et al., 2007).
2.11 Verwendete Vektoren
Tabelle 2.14: Verwendete Vektoren. Amp: Ampicillin; St: Streptomycin; Sp: Spectionmycin; Kan: Kanamycin; Hyg:
Hygromycin; Carb: Carbenicillin; Leu: Leucinkassette; Ura: Uracilkassette. Der Vektor pYESDEST52 wurde durch
Hinzufügen einer Leucin-Kassette modifiziert. Die Karten der Vektoren sind im Anhang aufgeführt.
Bezeichnung Marker Hersteller Referenz
pENTR-SD-D-TOPO Kan Invitrogen -
pDEST15 Amp Invitrogen -
pYESDEST52 Amp Invitrogen -
pK7RWG2 St/Sp/Kan VIB (Karimi et al., 2002, 2007)
pK7FWG2 St/Sp/Kan VIB (Karimi et al., 2002, 2007)
pH7WG2 St/Sp/Hyg VIB (Karimi et al., 2002, 2007)
pH7FWG2 St/Sp/Hyg VIB (Karimi et al., 2002, 2007)
pTRktrfp Carb/Kan BioVII-RWTH -
pWatergate Carb/Kan CSIRO Plant Science (Wesley et al., 2001)
2.12 Restriktionsenzymverdau
Restriktionsenzyme sind Endonukleasen, die in Bakterien zur Abwehr von Fremd-DNA dienen,
die durch Phagen eingeschleust wurde. Die Enzyme erkennen spezifisch bestimmte kurze Ba-
sensequenzen und trennen das Phosphodiesterrückgrat der DNA an dieser Stelle auf.
In gereinigter Form können Restriktionsenzyme, von denen eine Vielzahl mit verschiedenen Er-
kennungssequenzen bekannt ist, im Labor gezielt dazu eingesetzt werden, DNA an gewünsch-
ten Stellen zu schneiden, um z.B. danach ein anderes DNA-Fragment einzubauen oder um
anhand von Mustern nach gelelektrophoretischer Auftrennung von Restriktionsfragmenten, ein
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Vektorkonstrukt zu überprüfen. Tabelle 2.15 zeigt die Zusammensetzung eines Restriktionsan-
satzes, der standardmäßig für eine Stunde bei 37◦C inkubiert wurde.
Tabelle 2.15: Zusammensetzung eines Restriktionsansatzes
Menge Komponente
2,0 µl 10fach konzentrierter Puffer
0,5µl Restriktionsenzym
2µl DNA (100-500ng)
16,55µl A. dest.
2.13 Erstellung der Expressions-Konstrukte
2.13.1 Erstellung von Gateway(TM)-kompatiblen Eingangskonstrukten
Die kodierenden Sequenzbereiche der 5 CDS-Gene aus Arabidopsis wurden mittels PCR aus
cDNA amplifiziert. Dabei wurde Pfu-Polymerase der Firma Genecraft (Ares Bioscience) ver-
wendet, die durch Korrekturaktivität eine geringere Einbaurate von Fehlern aufweist. Die Kom-
ponenten der Reaktion und das Programm sind im Abschnitte zur Polymerase-Kettenreaktion
aufgelistet. Als Matrize dienten für CDS1 der cDNA-Klon BX813400, für CDS2 der cDNA-Klon
pda06248, für CDS3 der cDNA-Klon BX8267821, für CDS4.1 der cDNA-Klon pda03915 und für
CDS5 der cDNA-Klon pda01154. Die pda-Klone wurden vom RIKEN-BioResourceCenter (Seki
et al., 1998, 2002; Sakurai et al., 2005) erhalten, die GSLT-Klone von Genoscope / Life Tech-
nologies (INRA-CNRGV; http://cnrgv.toulouse.inra.fr; (Castelli et al., 2004)). Die Isoformen von
CDS2 und CDS4 kodierenden cDNAs wurden per PCR erstellt. Für die Isoformen, die an einem
alternativen Startcodon beginnen (CDS2.3, CDS4.3 und CDS4.4) diente Wildtyp-DNA von A.
thaliana Col-0 als Vorlage für den fehlenden Bereich, der dann jeweils über die Technik der
SOE-PCR (siehe Abschnitt Polymerase-Kettenreaktion) angefügt wurde. Die Konstruktion von
CDS4.2 erfolgte ebenfalls über SOE-PCR nach Erstellung des verkürzten Bereiches über PCR.
CDS2.2 und CDS4.4 wurden über modifizierte Vorwärts- bzw. Rückwärtsprimer hergestellt. Um
Fusionen zwischen CDS-Enzymen und fluoreszierenden Proteinen herzustellen, wurden mit-
tels PCR von den CDS-Gensequenzen Versionen ohne Stoppkodon erstellt. Die verwendeten
Primersequenzen sind in der Tabelle im Anhang aufgeführt.
Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, dann aus dem Gel herausge-
schnitten und die DNA mit einem geeigneten Kit (QIAEX-II-Kit, Qiagen) nach beiliegender An-
leitung aus dem Agarosegel extrahiert. Um eine Integration in den Vektor pENTR-SD-D-TOPO
(Invitrogen) in der richtigen Orientierung zu ermöglichen, enthielt die jeweilige zu integrieren-
de Sequenz die Basenabfolge CACC vor dem Startcodon am 5´-Ende, welche über die Pri-
mer angefügt worden war. Der Eingangsvektor besitzt einen entsprechenden komplementären
Bereich, sodass die Integration der cDNA in den Vektor durch die mit diesem über eine 3´-
Phosphotyrosyl-Bindung assoziierte Topoisomerase I gerichtet erfolgen konnte. Ein Standard-
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Reaktionsansatz ist in Tabelle 2.16 aufgeführt. Das molare Verhältnis von Insert zu Vektor
betrug bei Standardansätzen etwa 2:1 und die Inkubationszeit 60 Minuten.
Tabelle 2.16: Zusammensetzung eines Ansatzes zur Herstellung eines Eingangskonstruktes.
Menge Komponente
2,0 µl Ausgangsvektor (10 ng) pENTR-SD-D-TOPO
0,5 µl PCR-produkt (X ng, je nach Fragmentlänge)
Nach Ablauf der Reaktion wurde der Reaktionsansatz zur Transformation von chemisch kom-
petenten E. coli TOP10-Zellen (Invitrogen) nach Herstellerangaben verwendet. Die Aufnahme
der DNA wurde durch einen Hitzeschock der Zellen bei 42◦C für 1 Minute ermöglicht. Die
Regeneration der Zellen erfolgte nach Zugabe von 800 µl LB-Medium durch 45 minütige In-
kubation bei 37◦C und Schütteln bei 800 rpm in einem Thermoschüttler der Firma Eppendorf.
Anschließend wurden 200 µl der Zellsuspension auf LB-Festmedium (mit 50 µg/l Kanamycin)
verteilt und über Nacht bei 37◦C inkubiert. Zur Identifikation von Klonen mit dem gewünsch-
ten Insert in der korrekten Orientierung wurde zunächst eine PCR mit Material der gewach-
senen Kolonien und einer Kombination aus dem Vektor-spezifischen M13F-Primer und einem
genspezifischen Primer durchgeführt (Programm siehe Abschnitt Polymerase-Kettenreaktion).
Von positiven Klonen wurden Flüssigkulturen angelegt und daraus Plasmid-DNA präpariert, die
anschließend mittels Restriktionsenzymverdau überprüft wurde. Zur Bestimmung der genauen
Basenpaarsequenz des Inserts wurden die positiv getesteten Konstrukte im entsprechenden
Bereich mit den Primern M13F und M13R sequenziert (Primersequenzen siehe Tabelle im An-
hang). Erfolgreich hergestellte Eingangs-Konstrukte wurden in Kombination mit verschiedenen
kompatiblen Zielvektoren für die Erstellung von Expressions-Konstrukten verwendet.
2.13.2 Erstellung von Expressionsvektoren mit dem Gateway(TM)-System
Das Gateway(TM)-System der Firma Invitrogen macht sich die Enzyme ´Excisionase´ und ´In-
tegrase´ des Phagen Lambda, sowie das von E. coli kodierte Protein ´Integration Hostfactor´
zu Nutze (siehe Invitrogen-Gateway(TM)-Manual). Der im vorherigen Abschnitt zur Herstel-
lung von Eingangskonstrukten beschriebene Vektor pENTR-SD-D enthält die Erkennungsbe-
reiche attL1 und attL2 (attachment-sites). Die Zielvektoren dagegen enthalten die Sequenzen
attR1 und attR2. Durch die Aktivität der Enzyme werden die Erkennungsbereiche spezifisch
geschnitten und wieder zusammengefügt. attL1 interagiert dabei nur mit attR1 und attL2 nur
mit attR2, sodass die Orientierung des DNA-Fragmentes im Vektor erhalten bleibt. Während
der Eingangsvektor eine Resistenzgen-Kassette trägt, die für Neomycin-Phosphotransferase
kodiert und eine Selektion mit dem Antibiotikum Kanamycin erlaubt, so besitzt der Zielvektor
eine entsprechende Kassette, die den Bakterien durch die Synthese des Enzyms β-Lactamase
eine Resistenz gegen Ampicillin/Carbenicillin verleiht. Dadurch kann nach LR-Reaktion und
Transformation auf Zellen selektiert werden, die den Zielvektor tragen. Durch das im Zielvektor
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zwischen den attR-Sequenzen enthaltene ccdB-Gen (Bernard and Couturier, 1992) wachsen
Zellen nicht, die mit einem Vektor transformiert worden sind, der keine LR-Reaktion durchlau-
fen hat. Zur Vermehrung von Zielvektoren ohne Insert können deshalb nur Zellen des ccdB-
resistenten E. coli-Stammes DB3.1 (Invitrogen) verwendet werden.
ccdB
Expressions-
vektor
pENTR pDEST
Neben-
produkt
attB1
attL1 attL2
attR2attR1
CDS cDNA
attB2
CDS cDNA
A
B
C
pENTR
pDEST
Abbildung 2.2: Schematischer Ablauf der LR-Reaktion des Gateway-Systems (Invitrogen). A: Das auf dem Vektor
pENTR-SD-D basierende Eingangskonstrukt enthält das zu exprimierende Gen, der Zielvektor pDEST dagegen das
ccdB-Gen. B: Durch die Enzyme ´Excisionase´ und ´Integrase´ des Phagen Lambda, sowie das von E. coli kodierte
Protein ´Integration Hostfactor´ werden die Vektoren in den attL- und attR-Erkennungssequenzen geschnitten und
neu zusammengefügt, wodurch so genannte attB-Sequenzen entstehen. Dabei interagiert attR1 nur mit attL1 und
attR2 nur mit attL2, sodass die Orientierung des Gens erhalten bleibt. C: Als Produkte der LR-Reaktion entstehen
das Expressionskonstrukt und ein Nebenprodukt. Der Zielvektor trägt ein anderes Resistenzgen als der Eingangs-
vektor, so dass nach der Transformation Zellen, die den Zielvektor tragen, selektiert werden können. Bei nicht erfolg-
reicher LR-Reaktion kann die mit dem leeren Zielvektor transformierte Zelle nicht wachsen, da das ccdB-Gen expri-
miert wird, was zur Synthese eines für die Zelle tödlichen Enzyms führt. Amp-Res: Ampicillin-Resistenzgenkassette.
Kan-Res: Kanamycin-Resistenzgenkassette.
Die Komponenten wurden, wie in Tabelle 2.17 aufgeführt, zusammengegeben, vermischt
und über Nacht bei 23◦C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Proteinase K (In-
vitrogen) und anschließender Inkubation bei 37◦C durch Abbau der Enzyme gestoppt. Nach
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Hitzeinakativierung der Proteinase K wurde 1 µl des Ansatzes zur Transformation von elek-
trokompetenten E. coli-Zellen des Stammes Sure verwendet. Die nach 16stündiger Inkubation
gewachsenen Kolonien wurden über PCR (siehe Abschnitt zur Polymerase-Kettenreaktion) mit
einer Kombination aus einem Vektor-spezifischen und einem genspezifischen Primer (siehe Ta-
belle im Anhang) überprüft. Von positiven Klonen wurden Flüssigkulturen angelegt und daraus
Plasmid-DNA präpariert, die anschließend mittels Restriktionsenzymverdau und Sequenzie-
rung verifiziert wurde.
Tabelle 2.17: Zusammensetzung eines Ansatzes zur Herstellung eines Expressionskonstruktes über LR-Reaktion
im Gateway-System (Invitrogen).
Menge Komponente
2,0 µl Eingangskonstrukt (150 ng)
0,5µl Zielvektor (150 ng)
2µl Clonase-II-Mix (Inivtrogen)
16,55µl TE-Puffer pH 8,0 (Invitrogen)
2.13.3 Erstellung von Expressionskonstrukten durch klassische Klonierung
Um die Zielvektoren des Gateway-Systems zu modifizieren, wurden die Vektoren mit geeigne-
ten Restriktionsenzymen an den gewünschten Bereichen der DNA geschnitten und dephos-
phoryliert, um eine Religation des Vektors zu verhindern (Tabelle 2.18). Insert-DNA wurde des-
halb, bei einer Klonierung mit Schnittstellen ohne 5´- oder 3´-DNA-Überhang, vor der Ligation
mit Kinase (Fermentas) nach Herstellerangaben behandelt, um einen Phosphatrest anzufügen.
Um die DNA in den Vektor zu integrieren wurde das Enzym Ligase verwendet (Tabelle 2.19),
welches das Zucker-Phosphat-Rückgrat der DNA wieder zusammenfügt. Nach der Ligation
wurde die Reaktion gestoppt und 1 µl des Ansatzes zur Transformation von Bakterienzellen
benutzt.
Tabelle 2.18: Zusammensetzung eines Dephosphorylierungs-Ansatzes. CIAP: Calf Intestine Alkaline Phosphatase
(Fermentas)
Menge Komponente
2,0 µl 10xPuffer, T4-Ligase (Fermentas)
1,0 µl CIAP(5u/µl)
X µl Vektor - DNA (50 ng)
Y µl Insert - DNA (je nach Fragmentgröße)
add 20 µl A. dest.
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Tabelle 2.19: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes nach Herstellerangaben (Fermentas). Das molare Ver-
hältnis von Vektor zu Insert-DNA betrug im Standardansatz 1:3. Die Inkubation erfolgte 2 Stunden bei 22◦C.
Menge Komponente
2,0 µl 10xPuffer, T4-Ligase (Fermentas)
1,0 µl T4-Ligase (5u/µl)
X µl Vektor - DNA (50 ng)
Y µl Insert - DNA (je nach Fragmentgröße)
add 20 µl A. dest.
2.14 Präparation von Gesamt-RNA
2.14.1 Arabidopsis thaliana
Die Extraktion der Gesamt-RNA wurde weitgehend nach der Methode von Chomczynski and
Mackey (1995) durchgeführt. Etwa 50 mg Blattmaterial wurden mit 0,2 g Keramikperlen (Roth)
in ein Reaktionsgefäß gegeben und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Durch heftiges
Schütteln wurde das Blattmaterial zerkleinert und mit 1 ml Trizol-Reagenz (Tabelle 2.20) ver-
setzt. Das Trizol enthält Phenol und Wasser, sodass eine Phasentrennung möglich ist. Nach
gründlichem Schütteln auf einem Vortex wurde die Probe bei Raumtemperatur für 10 Minuten
inkubiert, anschließend wurden 100 µl Bromchlorpropan hinzu gegeben und die Probe exakt
10 Sekunden auf einem Vortex bei höchster Stufe geschüttelt. Darauf erfolgte eine erneute 10
minütige Inkubation bei Raumtemperatur. Zur Phasentrennung wurde die Probe 10 Minuten
bei 4◦C und 20000 g zentrifugiert. Danach befand sich die RNA in der wässrigen Oberphase,
Proteine, Blattreste und ein Großteil der DNA in der Interphase. 300 µl der wässrigen oberen
Phase wurden in einem frischen Gefäß mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt und
das Gemisch zur Fällung der RNA bei Raumtemperatur für 15 Minuten inkubiert. Durch Zen-
trifugation bei 4◦C und 20000 g für 20 Minuten wurden die Nukleinsäuren sedimentiert. Das
Sediment wurde mit 300 µl Ethanol (70%) gewaschen und nach Trocknung bei 37◦C in 20 µl A.
dest. gelöst. Konzentration und Qualität der RNA wurden gelelektrophoretisch und photome-
trisch bestimmt (1 OD bei 260 nm = 42g RNA/ml).
Tabelle 2.20: Zusammensetzung Trizol-Reagenz
Substanz Enkonzentration
Guanidinthiocyanat 0,8 M
Ammoniumthiocyanat 0,4 M
Natriumacetat (pH 5) 0,1 M
Glycerin 5 %
Phenol (wasser-äquilibriert) 38 %
A. dest. auf 1 Liter
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2.14.2 Saccharomyces cerevisiae
Die Extraktion von Gesamt-RNA aus Hefezellen wurde nach dem von Del Aguila et al. (2005)
beschriebenen Protokoll durchgeführt. Eine in 50 ml Medium bis zu einer OD600 von 2,0 ange-
zogene Hefekultur wurde zentrifugiert (2200 g, 5 Minuten, 4◦C), um die Zellen zu ernten. Das
Zellsediment wurde in 5 ml A. dest. resuspendiert, der Ansatz erneut zentrifugiert, das Sedi-
ment in 0,6 ml RNA-Extraktionspuffer (10 mM EDTA / 50 mM Tris-HCl pH 7,5 / 0,1 M NaCl / 5%
SDS (w/v)) aufgenommen und die Suspension mit 0,6 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(50:49:1) versetzt. Der Puffer stabilisiert die Nukleinsäuren und inhibiert einen Teil der enthal-
tenen Enzyme. Nach gründlichem Mischen und einer Inkubation bei Raumtemperatur für 6 Mi-
nuten wurden 2 g Glaskugeln (Roth; 0,45 mm Durchmesser) hinzugefügt. Zum mechanischen
Zellaufschluss wurde der Ansatz auf einem Vortex (höchste Stufe) 2 Minuten lang geschüttelt.
Der Extrakt wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und durch Zentrifugation bei 2200 g
und 24◦C für 5 Minuten eine beschleunigte Phasentrennung herbeigeführt. Zelltrümmer, nicht
aufgeschlossene Zellen und Proteine wurden von der wässrigen Oberphase abgetrennt. Diese
wurde in einem neuen Reaktionsgefäß mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (Roth; 50:49:1,
v/v) versetzt und nach erneutem Schütteln zentrifugiert. Die Oberphase wurde abgenommen
und mit dem gleichen Volumen an Chloroform versetzt, geschüttelt und zentrifugiert, um Phe-
nolreste zu entfernen. Die Oberphase wurde erneut in ein frisches Reaktionsgefäß überführt
und zur Fällung der RNA 0,1 Volumen an Natriumacetat (3M; pH 5,2) und 3 Volumen Ethanol
(absolut, eiskalt) zugegeben. Nach gründlichem Vermischen wurde der Ansatz 1 Stunde bei
-20◦C inkubiert und anschließend 15 Minuten bei 4◦C und 20000 g zentrifugiert. Das RNA-
Sediment wurde mit Ethanol (70%, eiskalt) gewaschen und erneut zentrifugiert (4◦C, 15000 g,
5 Minuten). Nach Verdampfenlassen der Alkoholreste bei Raumtemperatur wurde das RNA-
Sediment in 30 µl A. dest. aufgenommen. Konzentration und Qualität der RNA wurden gelelek-
trophoretisch und photometrisch bestimmt (1 OD bei 260 nm = 42g RNA/ml).
2.15 Transkriptanalyse
2.15.1 DNase Behandlung
Zum Abbau von eventuell vorhandenen DNA-Kontaminationen nach der Extraktion wurden 2
µl RNA (5-10 µg) mit 8 µl gepufferter DNase-Lösung (1 µl 10 x Puffer / 6,5 µl A.dest. / 0,5 µl
RNase-freie DNaseI (Fermentas)) versetzt und 30 Minuten bei 37◦C inkubiert. Darauf folgten
15 Minuten bei 70◦C zur Inaktivierung der DNase. Je nach Bedarf wurde vor dem Erhitzen ED-
TA (2 mM; pH 8,0) zugegeben, um die RNA vor Degradation zu schützen und eine Aufreinigung
der RNA vor der weiteren Verwendung durchgeführt. Dazu wurde der Ansatz mit 1 Volumen
Phenol/Chloroform (5:1) gemischt und bei 2200 g und Raumtemperatur für 5 Minuten zentrifu-
giert. Die wässrige Oberphase wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und zur Fällung
der RNA mit eiskaltem Ethanol (absolut) versetzt. Durch Zentrifugation bei 4◦C und 15000 g
für 15 Minuten wurde die RNA sedimentiert und nach Verdampfenlassen von Alkoholresten bei
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Raumtemperatur in 10 µl A. dest. aufgenommen.
2.15.2 cDNA-Synthese
Zu den 10 µl der von DNA gereinigten RNA-Lösung wurden 2 µl Primerlösung gegeben (No-
namer Random (50 µM)). Der Ansatz wurde 5 Minuten bei 70◦C inkubiert, um Sekundärstruk-
turen der RNA zu entfalten, und dann zur Primerbindung auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 8
µl gepufferter Reverse-Transkriptase-Lösung (4 µl MMLV-5fach-Puffer(Promega) / 2 µl dNTPs
(10 mM) / 1,5 µl A.dest. / 0,5 µl MMLV-RT(Promega)) erfolgte eine Inkubation bei 37◦C für 1
Stunde. Durch Erhitzen auf 70◦C für 10 Minuten wurde das Enzym inaktiviert. Zur Kontrolle
auf das Vorhandensein von DNA-Kontaminationen wurde für jede RNA-Probe ein Parallelan-
satz durchgeführt, bei dem statt Reverser-Transkriptase lediglich A. dest. eingesetzt wurde.
Für die Zweitstrangsynthese und Amplifikation der cDNA wurde das Erststrangmaterial in eine
Standard-PCR oder Realtime-PCR eingesetzt. Bei der Realtime-PCR kann über den Einbau ei-
nes Fluoreszenzfarbstoffes und dessen Detektion in einem speziellen Thermocycler die Menge
an gebildetem Transkript in Vergleich zu einem Standard gemessen werden (Heid et al., 1996;
Livak and Schmittgen, 2001).
Ein Realtime-PCR-Ansatz enthielt:
• 10 µl 2fach SYBR GreenER(TM) qPCR SuperMix Universal (Invitrogen) mit 50 nM Fluo-
rescein
• 0,3 µM Primerlösung (je Primer)
• 5 µl cDNA-Verdünnung
• 3 µl A. dest
Das verwendete PCR-Programm bestand aus einer 2 minütigen Inkubation bei 50◦C, gefolgt
von 30 Sekunden bei 95◦C und 40 Zyklen von 15 Sekunden bei 95◦C und 60 Sekunden bei
60◦C. Die Auswertung erfolgte mithilfe der iQ5 Software von BIORAD.
2.16 Komplementationsanalyse mit einer S. cerevisiae-cds1-Nullmutante
Für die Komplementationsanalyse wurde ein diploider BY4743-Hefestamm mit einem auf ei-
nem Chromosom disruptiertem ScCDS1-Gen, das für das Enzym CDP-DAG-Synthase ko-
diert, verwendet. Der Hefestamm wurde im Rahmen des ´Saccharomyces Genome Deleti-
on´ Projektes (Winzeler et al., 1999) erstellt und über Euroscarf (EUROpean Saccharomyces
Cerevisiae ARchive for Functional analysis, Universität Frankfurt) bezogen. Durch homologe
Rekombination war ein Allel des ScCDS1-Gens durch eine KanMX-Kassette ersetzt worden
(YBR029c::KanMX/YBR029c), welche das Resistenzgen gegen die Antibiotika G418/Kanamycin
und Neomycin kodiert. Eine homozygote Variante konnte nicht erstellt werden, da das Gen es-
sentiell für die Hefe ist.
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Um zu prüfen, ob Konstrukte, die jeweils ein Gen unter Kontrolle des PGal-Promotors enthielten,
das für eine putative CDP-DAG-Synthase aus A.thaliana kodiert, die Funktion der hefeeigenen
CDP-DAG-Synthasen komplementieren konnte, wurde der heterozygote Hefestamm zunächst
mit den Konstrukten transformiert. Nach Verifizierung der Transformation über PCR und Plasmi-
disolation wurden die Hefen zur Sporulation gebracht. Dazu wurden die Hefe-Zellen aus einer
Flüssigkultur geerntet, in Sporulationsmedium (1% Kalium-Acetat, 0,005% Zink-Acetat) gewa-
schen und darin bei 28◦C 5-7 Tage inkubiert, bis etwa 20% der Zellen sporuliert hatten. Die
Ascosporensäcke wurden mit Zymolyase-20T (Medac) behandelt (Endkonzentration 1mg/ml;
10 Minuten Inkubation bei 30◦C) und mittels eines Mikromanipulators (Nikon) dissektiert (Sher-
man, 2002). Dazu wurden 100 µl der Sporulationskultur auf einen markierten Bereich einer
Petrischale mit einer dünnen Schicht Wasseragar (2%) aufgebracht. Mit einer feinen Glasnadel
konnten einzelne Asci durch Antippen geöffnet und die einzelnen Sporen in definierten Ab-
ständen auf dem Agar verteilt werden. Nach der Dissektion wurde der Agarbereich mit den
Sporen herausgetrennt und auf Selektions-Minimalmedium mit Galaktose gelegt. Nach 48 bis
72 Stunden konnten Kolonien analysiert und auf Selektionsmedium ausgestrichen werden. Die
Analyse erfolgte durch PCR und durch Wachstumstests. Die genomische DNA wurde aus den
einzelnen Kolonien extrahiert und in jeweils fünf PCR-Reaktionen mit verschiedenen Primer-
kombinationen eingesetzt (Abbildung 2.3). Hierdurch konnte verifiziert werden, dass es sich
um haploide Sporen mit der der KanMX-Kassette anstelle des CDS-Gens handelte. Für einen
Wachstumstest wurde für Kolonien mit positivem PCR-Ergebnis Material von der Referenzplat-
te in Flüssigkultur genommen (Selektions-Minimalmedium mit Galaktose) und in verschiedenen
Verdünnungen einmal auf Selektions-Minimalmedium mit Glukose und einmal auf Selektions-
Minimalmedium mit Galaktose, jeweils mit G418 (500 µg/ml) versetzt, aufgetropft. Diese Platten
wurden für 24-48 Stunden bei 28◦C inkubiert und das Wachstum photographisch dokumentiert.
Haploide Zellen mit disruptiertem CDS1-Gen, die ein Arabidopsis-CDS-Gen unter Kontrolle des
PGal-Promotors tragen, können nur auf Galaktose-haltigem Medium wachsen und sind resis-
tent gegen das Antibiotikum.
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Abbildung 2.3: Prinzip der PCR zur Verifizierung der Disruption des Gens ScCDS1 nach homologer Rekombination
und Sporulation. Die Primer A und D binden in flankierenden Bereichen des Gens und führen in Kombination zu
einem Amplifikationsprodukt von 2096 bp, wenn das Gen intakt, und zu einem Produkt von 2306 bp, wenn die
KanMX-Kassette eingefügt ist. Die Primerkombinationen A/B und C/D führen nur bei vorhandenem ScCDS1-Gen
zu einem Produkt, da B und C genspezifisch sind. Bei der Kombination von A bzw. D mit dem entsprechenden
Kassetten-spezifischen Primer KanB bzw. KanD entsteht nur ein Produkt, wenn die Kassette das Gen ersetzt hat.
Sind in einer Probe nach PCR-Analyse alle Produkte zu finden, so handelt es sich um diploide heterozygote Zellen,
haploide Kulturen liefern nur eine Bande bei der Primerkombination A/D und je nach Vorhandensein von Kassette
oder intaktem Gen nur Produkte bei A/B und C/D bzw. A/KanB und D/KanC.
2.17 Präparation von Membranfraktionen
Um durch heterologe Expression hergestellte Membranproteine aus Mikroorganismen zu kon-
zentrieren und zugänglich für Enzym-Assays zu machen, wurden die Zellen der entsprechen-
den Kulturen aufgebrochen und die Membranen durch Zentrifugation von wasserlöslichen Be-
standteilen der Zellen abgetrennt.
2.17.1 Präparation von Gesamtmembranen aus E. coli
Alle Schritte wurden bei 4◦C durchgeführt. Die Zellen wurden nach der Induktion der hetero-
logen Genexpression durch Zugabe von L-Arabinose (0,1%, w/v; Roth) durch Zentrifugation
geerntet (3000 g, 4◦C, 15 Minuten). Der Überstand wurde verworfen und der Bodensatz in 5 ml
Aufarbeitungspuffer (Tris-H2SO4;10 mM; pH 7,4; 200 µM PEFAblocSC, Roth) resuspendiert.
Die Lyse der Zellen erfolgte durch Ultraschall mittels einer in die Zellsuspension getauchten
Sonotrode (5 mal 1 Minute mit 50% Puls; Sonoplus GM70, Stab MS72/D; Kühlung der Pro-
be durch Eisbad). Unaufgeschlossene Zellen wurden durch Zentrifugation (4000 g, 4◦C , 15
Minuten) abgetrennt. Die Membranen aus dem Überstand wurden durch Ultrazentrifugation
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sedimentiert (Beckman Optima-L50, Beckman 50.2 Ti-Rotor, 120000 g, 4◦C, 45 Minuten). Der
Überstand wurde sorgfältig entfernt und das Sediment in bis zu 200 µl Puffer (Tris-H2SO4;10
mM;pH 7,4; 200 µM PEFAblocSC, Roth) resuspendiert. Nicht vollständig gelöste Anteile wur-
den durch Zentrifugation abgetrennt (20000 g, 4◦C, 30 Sekunden), Aliquots des Überstandes
in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80◦C gelagert.
2.17.2 Präparation von Gesamtmembranen aus S. cerevisiae Punktmutante
Zur Herstellung einer Vorkultur wurden 20 ml Selektions-Minimalmedium mit einer Einzelkolo-
nie einer frisch angelegten Hefekultur-Agarplatte (nach 48 Stunden Inkubation) angeimpft. Die
Flüssigkultur wurde unter ständigem Schütteln (100 rpm) über Nacht bei 28◦C inkubiert. Nach
Bestimmung der optischen Dichte (OD600) wurden 100 ml Minimalmedium durch Zugabe der
entsprechenden Zellmenge aus der Vorkultur auf eine OD600 von 0,02 gebracht. Diese Zwi-
schenkultur wurde 16 Stunden bei 28◦C unter ständigem Schütteln inkubiert. Das Anlegen der
Zwischenkultur sollte die Wachstums-Synchronisation zwischen parallel angezogenen Kultu-
ren verbessern. Für die Hauptkultur wurden 200-400 ml Minimalmedium mit Zellmaterial der
Zwischenkultur auf eine OD600 von 0,02 gebracht. Die Hauptkultur wurde 16 Stunden bei 28◦C
unter ständigem Schütteln inkubiert. Nach Bestimmung der OD600 wurden die Zellen aus der
Hauptkultur zentrifugiert (1200 g, 20◦C, 4 Minuten) und das Zellsediment in Induktionsmedium
(Minimalmedium mit 2% Galaktose statt Glukose ) resuspendiert, wenn eine Induktion zur he-
terologen Genexpression nötig war. Nach erneutem Zentrifugieren (1200 g, 20◦C, 4 Minuten)
wurde das Sediment in 10 ml Induktionsmedium aufgenommen. Mit dieser Suspension wur-
den 200 ml Induktionsmedium auf eine OD600 von 1,0 gebracht. Die Kultur wurde 16 Stunden
bei 28◦C unter ständigem Schütteln inkubiert. Nach der Induktion wurde die erreichte OD600
bestimmt, die Hefezellen durch Zentrifugation (1200 g, 4◦C, 4 Minuten) geerntet und das Se-
diment in 20 ml eiskaltem Tris/H2SO4 (10 mM, pH7,4; PEFAblocSC(0,48 mg/l)) resuspendiert.
Nach erneuter Zentrifugation wurde der Überstand abgenommen und das Zellsediment kurz
eingefroren, um das Aufbrechen der Zellen zu erleichtern. Nach dem Auftauen wurden 3 ml
Glasperlen (0,45 mm Durchmesser, Roth) und 2 ml eiskalter Tris/H2SO4 (10mM, pH7,4; PE-
FAblocSC (0,48 mg/L)) hinzu gegeben. Auf einem Vortex wurde die Suspension 5 Minuten auf
höchster Stufe geschüttelt und anschließend 5 Minuten im Eisbad gekühlt. Nach Zentrifuga-
tion (1200 g, 4◦C, 4 Minuten) wurde der Überstand in ein frisches Gefäß überführt und auf
Eis gelagert. Zum Sediment wurden erneut 2 ml eiskalter Tris/H2SO4 (10mM, pH7,4; PEFA-
blocSC (0,48 mg/L)) gegeben, nach 5 Minuten Inkubation unter Schütteln wieder zentrifugiert
und der Überstand zu dem vorher erhaltenen hinzugefügt. Diese Abfolge wurde insgesamt 5
Mal durchgeführt. Die gesammelten Überstände wurden durch eine eingetauchte Sonotrode
mit Ultraschall behandelt (2 mal 1 Minute mit 50% Puls; Sonoplus GM70, Stab MS72/D Ban-
delin; Kühlung durch Eisbad) und danach zur Entfernung von nicht aufgeschlossenen Zellen
und größeren Zelltrümmern bei 3000 g und 4◦C für 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand
wurde in ein Ultrazentrifugationsgefäß überführt und die Membranen durch Ultrazentrifugation
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sedimentiert (Beckman Optima-L50, Beckman 50.2 Ti-Rotor, 120000 g, 4◦C, 1 Stunde). Der
Überstand wurde sorgfältig entfernt und das Sediment in bis zu 200 µl Puffer (Tris-H2SO4;10
mM; pH 7,4; 200 µM Pefabloc) resuspendiert. Nicht vollständig gelöste Anteile wurden durch
Zentrifugation abgetrennt (20000 g, 4◦C, 30 Sekunden), Aliquots des Überstandes in flüssigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80◦C gelagert.
2.17.3 Präparation von Mitochondrien/Mikrosomen aus Saccharomyces
cerevisiae-Kulturen
Zur Präparation von mitochondrialen und mikrosomalen Fraktionen aus Hefezellen, die rekom-
binante CDS-Proteine produzieren, wurde weitgehend nach dem Differentialzentrifugations-
Protokoll von Zinser und Daum (Zinser and Daum, 1995) verfahren. Die Anzucht der Hefezellen
erfolgte wie unter ´Präparation von Gesamtmembranen´ aufgeführt. Nach der Induktionsperi-
ode wurde die erreichte OD600 bestimmt und die Hefezellen durch Zentrifugation (1200 g, 4◦C,
4 Minuten) geerntet. Das Sediment wurde in 20 ml eiskaltem A. dest. resuspendiert, die Sus-
pension erneut zentrifugiert (1200 g, 4◦C, 4 Minuten), der Überstand abgenommen und das
Zellnassgewicht (ZNG) bestimmt. Die Zellen wurden in 20 ml Puffer A (100 mM Tris/HCl, pH
9,4) resuspendiert, danach erneut sedimentiert (1200 g, 4◦C, 4 Minuten) und das Sediment
wurde in 1 ml Puffer A pro Gramm ZNG aufgenommen. Anschließend wurde DTT zu einer
Endkonzentration von 10 mM hinzugefügt und die Suspension 10 Minuten bei 30◦C unter leich-
tem Schütteln für 10 Minuten inkubiert. Nach Sedimentation (1200 g, 20◦C, 4 Minuten) wurde
der Überstand entfernt, der Bodensatz in 20 ml Puffer B (1,2 M Sorbitol; 20 mM Kaliumphos-
phat, pH 7,4) gewaschen, der Puffer abgenommen und das Sediment in 5,7 ml Puffer B pro
Gramm ZNG aufgenommen. Als Referenz zur Kontrolle des anschließenden Zellwandverdaus
durch Zugabe des Enzyms Zymolyase-20T (Medac) wurden 50 µl der Zellsuspension in 5 ml
A. dest. verdünnt und auf Eis aufbewahrt. Danach wurde die Zymolyase zur Suspension ge-
geben (2mg pro Gramm ZNG), gefolgt von einer Inkubation bei 30◦C unter leichtem Schütteln.
Nach 45 Minuten wurden erneut 50 µl der Suspension in 5 ml A. dest. verdünnt, gemischt
und nach Kühlung auf Eis mit der Nullprobe verglichen. Besaß der Großteil der Zellen keine
intakte Zellwand mehr und platzte, da die Zellmembranen dem osmotischen Druck nicht stand-
halten konnten, war die Lösung im Vergleich zur Referenzprobe deutlich klarer und das Lesen
eines Textes der Schriftgröße 10 durch ein Reagenzglas hindurch möglich. Sollte der Zellwan-
dabbau nicht ausreichend gewesen sein, wurde die Inkubationszeit entsprechend verlängert.
Nach erfolgreichem Abbau wurden die erhaltenen Sphäroblasten sedimentiert (1200 g, 4◦C,
4 Minuten), zunächst mit 20 ml eiskaltem Puffer B und danach mit 20 ml eiskaltem Puffer C
(0,6 M Mannitol; 10 mM Tris/H2SO4; pH 7,4) gewaschen. Das Sediment wurde daraufhin in 1
ml Puffer C (+ PEFAblocSC in Endkonzentration von 1 mM) pro Gramm ZNG aufgenommen
und die Sphäroblastensuspension in einen Dounce-Handhomogenisator (Braun) gefüllt. Nach
15 Kolbenschüben, durch deren erzeugte Scherkräfte die Sphäroblasten schonend aufgebro-
chen wurden ohne die Mitochondrien zu zerstören, erfolgte eine Zentrifugation (1200 g, 4◦C,
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4 Minuten) und der Überstand wurde in ein frisches Gefäß überführt. Das Sediment, welches
noch Anteile an unaufgebrochenen Zellen enthielt, wurde erneut in Puffer C resuspendiert. Die
Zellen wurden weiteren 15 Kolbenschüben ausgesetzt, die nicht aufgebrochenen wieder durch
Zentrifugation abgetrennt und der Überstand dem vorher erhaltenen hinzugefügt. Die letzten
drei beschriebenen Schritte wurden solange wiederholt, bis der Überstand nach der Homoge-
nisatorbehandlung und Zentrifugation nahezu klar war. Die gesammelten Überstände wurden
bei 2500 g und 4◦C für 15 Minuten zentrifugiert, um Zelltrümmer und nicht aufgeschlosse-
ne Zellen zu entfernen. Der Überstand enthielt nun Mikrosomen und intakte Mitochondrien.
Nach einer 30 minütigen Zentrifugation bei 10000 g und 4◦C wurde der Überstand mit der
Mikrosomenfraktion in ein frisches Ultrazentrifugationsgefäß auf Eis überführt und das gera-
de erhaltene rötliche Sediment zunächst mit eiskaltem Puffer C gewaschen. Der Puffer wurde
sorgfältig entfernt und das Sediment aus mitochondrialen Membranen in bis zu 200 µl Puffer
(Tris-H2SO4; 10 mM; pH 7,4; 200 µM Pefabloc) resuspendiert. Nicht vollständig gelöste Anteile
wurden durch Zentrifugation abgetrennt (20000 g, 4◦C, 30 Sekunden) und Aliquots des Über-
standes in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80◦C gelagert. Die Mikrosomenfraktion
wurde durch Ultrazentrifugation sedimentiert (Beckman Optima-L50, Beckman 50.2 Ti-Rotor,
120000 g, 4◦C, 1 Stunde), der Überstand sorgfältig entfernt und das Sediment in bis zu 200
µl Puffer (Tris-H2SO4;10 mM;pH 7,4; 200 µM Pefabloc) resuspendiert. Nicht vollständig gelös-
te Anteile wurden durch Zentrifugation abgetrennt (20000 g, 4◦C, 30 Sekunden), Aliquots des
Überstandes in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80◦C gelagert.
2.17.4 Präparation von Mitochondrien, Mitochondrien-assoziierten Membranen und
Mikrosomen aus S. cerevisiae-Kulturen
Um die Reinheit der mitochondrialen und mikrosomalen Fraktionen zu erhöhen und zudem die
Mitochondrien-assoziierten Membranen (MAM) (Gaigg et al., 1995) isolieren zu können, wur-
de dem im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen Protokoll eine Aufreinigung über einen
linearen Saccharose-Gradienten hinzugefügt. Der Gradient wurde mit einem Gradientenmi-
scher hergestellt und erstreckte sich von 40 bis 60 % Saccharose. Nach dem Aufbrechen der
Zellen wurden die gesammelten Überstände auf den Gradienten geladen und ultrazentrifu-
giert (Beckman Optima-L50, Beckman SW28-Ausschwing-Rotor, 120000 g, 4◦C, 1 Stunde).
Die Membranfraktionen bildeten aufgrund ihrer unterschiedlichen Sedimentationseigenschaf-
ten drei Banden aus und konnten getrennt voneinander abgenommen werden. MAM- und Mi-
krosomenfraktion wurden jeweils in Puffer C aufgenommen und durch erneute Ultrazentrifuga-
tion sedimentiert (Beckman Optima-L50, Beckman 50.2 Ti-Rotor, 120000 g, 4◦C, 1 Stunde).
Die Mitochondrienfraktion wurde mit Puffer C verdünnt und wie im vorherigen Abschnitt be-
schrieben sedimentiert. Alle Fraktionen wurden schließlich jeweils in bis zu 200 µl Puffer (Tris-
H2SO4;10 mM;pH 7,4; 200 µM Pefabloc) resuspendiert, nicht vollständig gelöste Anteile durch
Zentrifugation abgetrennt (20000 g, 4◦C, 30 Sekunden), Aliquots des Überstandes in flüssigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80◦C gelagert.
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2.18 Proteingehaltsbestimmung mittels Bradford-Assay
Die Bestimmung der Proteinmengen in den Membranpräparationen wurde nach der Bradford-
Methode durchgeführt (Bradford, 1976; Spector, 1978). Als Referenz zur Quantifizierung diente
eine Eichreihe aus BSA-Lösungen (Bovines Serum Albumin, Roth).
2.19 Radioaktiv-Assays zur Enzymaktivitätsbestimmung
2.19.1 CDP-DAG-Assay mit radioaktiv markiertem CTP
Zur Bestimmung der vorhandenen Enzymaktivität von CDP-DAG-Synthase in einer Proteinfrak-
tion wurde eine definierte Menge Protein in einem Volumen von 20 µl zu dem in Tabelle 2.21
aufgeführten Ansatz gegeben.
Tabelle 2.21: Komponenten für den CDS-Assay (Gesamtvolumen: 50 µl)
Volumen Substanz Stammlösung Endkonzentration im Ansatz
5 µl Bis-Tris-Propan-HCl (pH 7,5) 0,5 M 0,05 M
5 µl Magnesiumchlorid 0,2 M 0,02 M
5 µl Triton-X-100 0,15 M 1%
5 µl Phosphatidsäure 5 mM 0,5 mM
Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 10 µl radioaktiv markierten [5´-3H]-CTPs
(Perkin-Elmer) (siehe Tabelle 2.22). Zur Kontrolle wurde immer ein Blindwert, also ein Ansatz
ohne Proteinfraktion, mitgeführt. Nach gründlichem Mischen wurde der Ansatz 20 Minuten bei
30◦C im Wasserbad inkubiert. Durch Hinzufügen von 0,5 ml Methanol/Chloroform (1:1) wurde
die Reaktion gestoppt und zur Verbesserung der Phasentrennung 0,25 ml Salz-Lösung (0,2 M
H3PO4, 1 M Kaliumchlorid) zugegeben. Anschließend folgte eine Zentrifugation für 2 Minuten
bei 250 g und Raumtemperatur. Die organische Unterphase enthielt die Lipidkomponenten,
also auch das radioaktiv markierte CDP-DAG, während das markierte Substrat CTP in der
wässrigen Phase verblieb. Eine definierte Menge der Unterphase wurde abgenommen und in
ein Szintillationsgefäß transferiert, ohne Material aus der oberen Phase mitzuführen. Danach
wurden 5 ml eines geeigneten Szintillationscocktails (Optiphase Hisafe II, Perkin-Elmer) zuge-
geben. Nach gründlichem Mischen erfolgte die Messung des radioaktiven Zerfalls im Szintilla-
tionszähler (LS 5000 TD,Beckman-Coulter). Das Prinzip beruht darauf, dass die zerfallenden
Wasserstoffisotope Energie freisetzen, die den Cocktail zum Leuchten anregen. Diese Licht-
blitze werden von einem Photomultiplier verstärkt und können detektiert werden. Aus diesem
Wert lässt sich die Menge der enthaltenen Radioaktivität und damit die Aktivität des Enzyms
berechnen.
Tabelle 2.22: Geträgerte [5´-3H]-CTP / CTP Lösung
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Volumen Substanz
5 µl [5´-3H]-CTP (1µCi/µl = 2,22 x 106 dpm/µl = 37 kBq/µl)
40 µl CTP (30 mM in 10 mM PIPES, pH 7)
155 µl 10 mM PIPES, PH7
2.19.2 CDP-DAG-Assay mit radioaktiv markierter Phosphatidsäure
Der CDP-DAG-Assay kann statt mit radioaktiv markiertem CTP alternativ mit radioaktiv mar-
kierter Phosphatidsäure durchgeführt werden. Die Phosphatidsäure wurde von H. Akbari schritt-
weise, ausgehend von [14C]-Glycerin-3-Phosphat, unter Einsatz von Enzymfraktion mit G3PAT-
und LPAAT-Aktivität synthetisiert. Die Durchführung des CDP-DAG-Assays gestaltete sich da-
bei wie bereits für den Assay mit radioaktiv markiertem CTP beschrieben, die entsprechende
Zusammensetzung eines Ansatzes ist in Tabelle 2.23 dargestellt.
Tabelle 2.23: CDS-Assay (Gesamtvolumen:50 µl)
Volumen Substanz Stammlösung Endkonzentration im Ansatz
5 µl Bis-Tris-Propan-HCl (pH 7,5) 0,5 M 0,05 M
5 µl Magnesiumchlorid 0,2 M 0,02 M
5 µl Triton-X-100 0,15 M 1%
5 µl CTP 30 mM 3 mM
Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 10 µl radioaktiv markierter Phosphatidsäu-
re (80000 dpm = 1,33 kBq). Eine weitere Abweichung zum Assay mit markiertem CTP war die
Auftrennung der in der Unterphase Komponenten über Dünnschichtchromatographie, da sich
sowohl markiertes Substrat als auch Produkt in der organischen Unterphase befanden. Die
Produkte wurden an einem Phosphoimager (FLA 3000) detektiert und anhand von mitchroma-
tographierten Standardsubstanzen nach Besprühen der Kieselgelplatte mit Phosphatidreagenz
(Dittmer and Lester, 1964) identifiziert. Zur Quantifizierung wurden die Banden densitometrisch
mit entsprechender Software (AIDA, raytest) ausgewertet und zusätzlich die enthaltene Radio-
aktivität durch Abkratzen, Versetzen mit Szintillationscocktail und anschließender Szintillations-
zählung (LS 5000 TD, Beckamn-Coulter) bestimmt.
2.19.3 PGPS-Assay
Die PGP-Synthase-Aktivität wurde gemessen, um den Anteil an Mitochondrien in den Fraktio-
nen mit Mikrosomen zu bestimmen. Die PGP-Synthase ist in Hefe nur in Mitochondrien ak-
tiv, kann somit als Markerenzym dienen (Kuchler et al., 1986; Müller and Frentzen, 2001). Die
Durchführung erfolgt prinzipiell so, wie für den CDP-DAG-Synthase-Assay beschrieben. Abwei-
chend zu diesem war das Gesamtvolumen des Ansatzes größer und die Proteinfraktion wurde
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in einem Volumen von 50 µl (verdünnt in Tris-H2SO4; 10mM; pH7,4) zu dem in Tabelle 2.24
aufgeführten Ansatz gegeben.
Tabelle 2.24: Komponenten für den PGP-Synthase-Assay (Gesamtvolumen:100 µl)
Volumen Substanz Stammlösung Endkonzentration im Ansatz
10 µl MOPS (pH 7,0) 0,5 M 0,05 M
10 µl CDP-DAG (di16:0) 2 mM 0,2 mM
10 µl Triton-X-100 0,15 M 1%
10 µl Manganchlorid 1 mM 0,1 mM
Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 10 µl radioaktiv markiertem [14C]-Glycerin-
3-Phosphat (G3P, Perkin-Elmer) (siehe Tabelle 2.25). Die Inkubation wurde bei 30◦C im Was-
serbad für 30 Minuten durchgeführt.
Tabelle 2.25: Geträgerte
[
14C
]
-G3P / G3P Lösung (Spezifische Radioaktivität: 27,73 dpm/pmol)
Volumen Substanz
50 µl [14C]-G3P (= 36,67 kBq)
20 µl G-3-P (10 mM in 10 mM BTP, pH 7,5)
150 µl 10 mM BTP, pH 7,5
2.19.4 Phosphatidylethanolamin-Methyltransferase-Assay
Die Phosphatidylethanolamin-Methyltransferase (PEMT)-Aktivität wurde gemessen, um den
Anteil an Mikrosomen in der Mitochondrien-Fraktion zu bestimmen. Die PEMT ist in Hefe nur
im ER aktiv und ist somit ein geeignetes Markerenzym. Die Reaktionsbedingungen sind der
Veröffentlichung von Kuchler und Mitarbeitern entnommen (Kuchler et al., 1986) und wurden
abgewandelt. Die Durchführung erfolgte prinzipiell so, wie für den CDP-DAG-Synthase-Assay
beschrieben. Abweichend zu diesem ist das Gesamtvolumen des Ansatzes größer und die Pro-
teinfraktion wird in einem Volumen von 43µl (verdünnt in Tris-H2SO4; 10mM; pH7,4) zu dem in
Tabelle 2.26 aufgeführten Ansatz gegeben.
Tabelle 2.26: Komponenten für den PE-Methyltransferase-Assay (Gesamtvolumen:100 µl). Anmerkung: Das PE
war in Chloroform gelöst und wurde vor Gebrauch unter Stickstoff eingedampft und in 10 %iger Ethanollösung
aufgenommen.
Volumen Substanz Stammlösung Endkonzentration im Ansatz
40 µl PE (in 10%EtOH) 5 mg/ml 0,5 mg/ml
10 µl Tris-HCl (pH 8,5) 1 M 100 mM
5 µl Magnesiumchlorid 100 mM 10 mM
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Der Start der Reaktion erfolgt durch Zugabe von 1 µl radioaktiv markiertem S-Adenosyl-
Methionin (SAM). ([14C]-SAM, Perkin-Elmer (88800 dpm = 1,47 kBq pro Ansatz)). Die Inkuba-
tion wurde 2 Stunden bei 30◦C im Wasserbad durchgeführt.
2.20 Westernblot
Bei einem Westernblot werden Proteine denaturiert und mit einem Farbstoff versetzt, der ih-
nen eine negative Gesamtladung verleiht. Danach werden sie in einem Polyacrylamidgel elek-
trophoretisch aufgetrennt und anschließend durch Wanderung in einem elektrischen Feld auf
eine hydrophobe Membran übertragen. Unter den so fixierten Proteine können durch spezifi-
sche Antikörper, die z.B. an ein Enzym gekoppelt sind, welches einen Farbstoff umsetzen kann,
bestimmte Proteine detektiert werden.
2.20.1 Probenvorbereitung und SDS-PAGE
Zur elektrophoretischen Auftrennung einer Proteinfraktion wurde diese optional vorher durch
Fällung konzentriert. Dazu wurde eine bestimmte Menge Protein in 100 µl A. dest. mit 25 µl Tri-
chloressigsäure (40 %, Sigma-Aldrich) versetzt. Die Probe wurde 15 Minuten auf Eis inkubiert,
danach 20 Minuten bei 4◦C und 20000 g zentrifugiert, das Sediment in Probenpuffer (Tabel-
le 2.28) resuspendiert und der pH durch Zugabe von Tris-HCl (1 M; pH 8,0) eingestellt, bis die
Blaufärbung der Probe wiederhergestellt war.
Die in Probenpuffer gelösten Proteine wurden durch 5 minütige Inkubation bei 99◦C dena-
turiert und waren danach zur Auftrennung im Polyacrylamidgel bereit. Die Lösungen für die
Acrylamidgele wurden nach dem Schema in Tabelle 2.27 zusammengemischt, wobei die APS-
Lösung zuletzt zugegeben wurde, da diese die Polymerisationsreaktion durch Radikalbildung
startet. Die Lösung für das Trenngel wurde in einen Spalt zwischen zwei Glasscheiben einer
Gießapparatur (BIORAD) gegeben. Nach vollständigem Erhärten wurde das Trenngel mit der
Lösung für das Sammelgel überschichtet und ein Kamm zur Formung von Gel-Taschen einge-
setzt.
Tabelle 2.27: Pipettierschema zur Herstellung der SDS-Gele.
Substanz Volumen Sammelgel Volumen Trenngel
A. dest. 1,18 ml 6,6 ml
Acrylamid-Bisacrylamid 233 µl 4,2 ml
SDS (20%) 10 µl 63 µl
Tris-HCl pH 8,8; 3 M - 1,6 ml
Tris-HCl pH 6,9; 0,5 M 590 µl -
APS 20 µl 100 µl
TEMED 1,5 µl 10 µl
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Je zwei SDS-Gele wurden nach Herstellerangaben in eine vertikale Gelelektrophoreseap-
paratur (BIORAD, MiniproteanIII(TM)) eingebaut und die Kammern mit Elektrophoresepuffer
(Tabelle 2.28) befüllt. Die vorbereiteten Proben wurden nach einem vorher festegelegten Sche-
ma zusammen mit einem Marker (Low-Range-Protein-Ladder, prestained, Fermentas) aufge-
tragen. Die Auftrennung erfolgte bei 100 Volt für die Sammelgelstrecke, bei 200 Volt für die
Trenngelstrecke und wurde gestoppt, wenn die Front des Probenpuffers aus dem Gel heraus-
lief. Um die Auftrennung zu kontrollieren und eine erste Auswertung zu ermöglichen, wurde
eines der Gele mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva) gefärbt. Dazu wurde
das Gel 1 Stunde in Coomassie-Lösung gefärbt (Meyer and Lamberts, 1965), anschließend bis
zur Entfärbung des Hintergrundes in Fixierlösung inkubiert und photographiert. Das zweite Gel
wurde zur spezifischen Detektion von Proteinen durch Antikörper verwendet.
Tabelle 2.28: Puffer für die SDS-PAGE.
Bezeichnung Zusammensetzung
Probenpuffer Tris-HCl pH 6,8; 50 mM / 2 % SDS (w/v) / 10 % Glycerin (v/v)
DTT; M; frisch dazu
Elektrophoresepuffer Tris-HCl pH 8,3 ; 25 mM / Glycin 192 mM / 0,1 % SDS (w/v)
Coomassie-Färbelösung 0,2 % Coomassie Brilliant Blue G-250 (w/v) / 30 % Methanol (v/v)
10 % Eisessig (v/v)
2.20.2 Transfer der Proteine und Detektion
Zur Übertragung der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Membran wurde das
Semidry-Blotverfahren (Kyse-Anderson, 1984) angewendet. Dazu wurde die Apparatur wie in
Abbildung 2.4 zu sehen, mit 6 auf Gelgröße zurechtgeschnittenen und in verschiedenen Puffern
getränkten Filterpapieren (Whatman), dem in Kathodenpuffer äquilibrierten Gel und der mit
Methanol aktivierten und in Anodenpuffer II gewaschenen PVDF-Membran (Roth) bestückt.
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Anode (+)
Kathode (-)
Gel
PVDF-Membran
3 x Whatmanpapier 
in Kathodenpuffer
2 x Whatmanpapier
in Anodenpuffer II
1 x Whatmanpapier 
in Anodenpuffer I
Abbildung 2.4: Zusammensetzung der Semidryblotvorrichtung.
Die verschiedenen Puffer ermöglichten ein Wandern der Proteine im elektrischen Feld aus
dem Gel auf die Membran. Der Transfer wurde bei 2 mA/cm2 durchgeführt und dauerte etwa
eine Stunde. Die PVDF-Mebran ist undurchlässig für Proteine und diese haften daran über
hydrophobe Wechselwirkungen. Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde das Gel, wie oben
beschrieben, mit Coomassie gefärbt und sollte keine anfärbbaren Proteine enthalten.
Tabelle 2.29: Puffer für Semidry-Blot und Immunodetektion
Bezeichnung Zusammensetzung
Anodenpuffer I Tris-HCl pH 10,4 ; 300 mM
Anodenpuffer II Tris-HCl pH 10,4 ; 25 mM
Kathodenpuffer Aminohexansäure 40 mM / Tris-HCl pH 9,4 ; 25 mM
TTBS-Puffer Tris-HCl pH 7,5 ; 20 mM / NaCl 500 mM / 0,05 % Tween 20 (v/v)
Blockierungspuffer TTBS + 5 % Milchpulver (w/v)
Puffer für Antikörper TTBS + 0,5 % Milchpulver (w/v)
Um bestimmte Proteine spezifisch nachzuweisen wurde die Membran zunächst ein bis zwei
Stunden in Blockierungspuffer (siehe Tabelle 2.29) geschüttelt. Dadurch wurden unspezifisch
alle Bindungsstellen durch Proteine aus dem Milchpulver abgedeckt, sodass nur bei spezifi-
schen Wechselwirkungen zwischen Antikörper und Antigen eine Verdrängung dieser Proteine
stattfinden sollte. Der Blockierungspuffer wurde durch Waschen mit TTBS-Puffer entfernt und
der erste Antikörper (monoklonaler Maus-Anti-GST- bzw. -HIS; Konzentration: 1:10000) in 20
ml Antikörperpuffer zugegeben. Der 1. Antikörper bindet spezifisch mit seinem Epitop an das
entsprechende Antigen bestimmter Proteine auf der Membran. Nach 1 bis 2 Stunden Inkubati-
on bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln wurde die Lösung mit dem 1. Antikörper ab-
gegossen und es folgte ein dreimaliges Waschen der Membran mit TTBS-Puffer für jeweils 10
Minuten. Anschließend wurde der zweite Antikörper in 20 ml Antikörperpuffer zugegeben. Die-
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ser bindet spezifisch an den ersten Antikörper und trägt zudem ein Enzym, welches die Umset-
zung eines Farbsubstrates ermöglicht (Ziege-Anti-Maus-IgG Peroxidase-konjugiert, 1:1000).
Die Membran wurde 1 Stunde bei Raumtemperatur und unter leichtem Schütteln in der Lösung
inkubiert und durch dreimaliges Waschen mit TTBS-Puffer ungebundene Antikörper entfernt.
Nach Inkubation der Membran in einer Lösung mit Chemolumineszenz-Reagenz (Lumi-Light,
Roche) konnten die Bindestellen der Antikörper auf der Membran anhand der Enyzmaktiviät
des 2. Antikörpers mit einer ccd-Kamera detektiert werden (LAS1000, Fuji), da die Peroxida-
se das entsprechende Substrat aus der Lösung umsetzte. Das Ergebnis wurde photografisch
dokumentiert und das Molekulargewicht der detektierten Proteine im Vergleich zu dem aufge-
tragenen Marker abgeschätzt.
2.21 Solubilisierung und Purifikation von CDS-GST-Tag-Fusionsproteinen
Die in E. coli BL21AI produzierten GST-AtCDS-Fusionsproteine wurden über eine Glutathion-
Sepharose-4B-Matrix (GE Healthcare) nach beiliegender Anleitung gereinigt. Die Aufreinigung
basiert auf der spezifischen Bindung der Glutathion-S-Transferase mit dem an eine Sepharose-
Matrix gebundenen Glutathion (reduziert). Zur Durchführung wurde ein Stapelverfahren ver-
wendet. Dabei wurde eine angemessene Menge Sepharose äquilibriert und danach unter leich-
tem Schütteln mit der Proteinfraktion inkubiert. Anschließend folgten mehrere Waschschritte
und abschließend die Elution. Der Elutionspuffer enthielt reduziertes Glutathion, sodass sich
die GST von der Matrix löste. Die Abtrennung der Matrix erfolgte durch Zentrifugation (500 g).
Um die einzelnen Schritte und das Ergebnis des Reinigungsprozesses zu überprüfen, wurde
ein Nachweis über Antikörper durchgeführt. Dazu wurden Proben der einzelnen erhaltenen
Fraktionen auf eine durch Methanol aktivierte PVDF-Membran getropft (Dotblot). Nach Ein-
trocknen wurde für die Antikörperinkubation und die anschließende Detektion so verfahren,
wie für den Westernblot beschrieben.
2.22 Detektion und Lokalisationsbestimmung von fluoreszierenden
Fusionsproteinen
2.22.1 Transiente ballistische Transformation von Zwiebel-Epidermiszellen
Die transiente Transformation von Zellen der Zwiebeldepidermis durch Beschießen der Zellen
mit DNA-ummantelten Goldpartikeln (Klein et al., 1989) durfte freundlicherweise in der Arbeits-
gruppe von Dr. Ingo Heilmann (Department of Plant Biochemistry, Albrecht von Haller Institute
for Plant Science, Justus von Liebig Weg 11, Göttingen) erlernt und durchgeführt werden. Zu-
nächst wurden 50 mg Goldpartikel in 1 ml Ethanol (99%) auf einem Vortex geschüttelt und
durch Zentrifugation (10000 g, 10 Sekunden) sedimentiert. Der Überstand wurde abgenom-
men. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt, das Sediment danach in 1 ml A. dest.
aufgenommen und die Goldpartikel wurden danach durch Schütteln auf einem Vortex in Sus-
pension gebracht. Bevor die Goldpartikel begannen sich abzusetzen, wurden 50 µl Portionen
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auf 1,5 ml-Reaktionsgefäße verteilt und auf Eis gelagert. Für einen Ansatz wurden 25 µl der
Goldpartikel-Suspension verwendet und folgende Komponenten einzeln zugegeben:
• 8µl Plasmid-DNA (1µg/µl)
• 55µl A.dest.
• 50 µl 2,5 M CaCl2 (Endkonzentration 1 M)
• 20 µl 0,1 M Spermidin (Endkonzentration 10 mM)
Nach der Zugabe jeder Komponente wurde der Ansatz 20 Sekunden und nach Zugabe der letz-
ten Komponente 90 Sekunden auf einem Vortex geschüttelt. Durch Zentrifugation für 10 Sekun-
den bei 20000 g wurde die DNA auf die Partikel gefällt. Der Überstand wurde entfernt und das
Sediment in 180 µl Ethanol(99,8%) resuspendiert. Nach Zentrifugation wurde der Überstand
erneut abgenommen und dieser Waschschritt zweimal wiederholt. Das gewaschene Sediment
wurde in 30 µl Ethanol (99,8%) resuspendiert und sorgfältig auf einem Vortex geschüttelt.
Zur transienten Transformation wurde eine Zwiebel (Allium cepa) geviertelt und die zwei äu-
ßeren Schichten entfernt. Auf der inneren Seite wurde soviel Material entfernt, dass man eine
möglichst gerade Fläche von etwa einem Quadratzentimeter mit intakter Epidermis erhielt. Der
Aufbau und Ablauf der ballistischen Transformation ist in Abbildung 2.5 schematisch gezeigt.
Bruchscheibe
Macrocarrier mit Microcarriern
Stopp-Film
Zwiebel
Abbildung 2.5: Zusammensetzung der Partikelkanone. Durch eine Vakuumpumpe wird Druck aufgebaut, bis die
Bruchscheibe reißt. Die mit DNA ummantelten Goldpartikel werden daraufhin mit hoher Geschwindigkeit auf die
Zwiebelepidermis geschleudert und durchdringen Zellwände und -membranen.
Die Macrocarrier-Netze und Stoppscheiben wurden mit Isopropanol gewaschen und getrock-
net. Dann wurden 5 µl der Suspension mit den ummantelten Goldpartikeln auf einen Macro-
carrier getropft. Die Stoppscheibe wurde eingelegt und darauf der Macrocarrier platziert. Die
Bruchscheibe wurde ebenfalls kurz in Isopropanol getaucht und sofort eingebaut. Daraufhin
wurde die Apparatur zusammengesetzt und durch eine Vakuumpumpe ein Unterdruck aufge-
baut. Durch das Auslösen eines Heliumeinstroms riss die Bruchscheibe und die Goldpartikel
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wurden durch den Druckstoß mit hoher Geschwindigkeit auf die Zwiebel geschleudert. Die
Partikel durchdrangen die Zellwände und -membranen, sodass die Plasmid-DNA in der Zelle
exprimiert werden konnte. Die Zwiebeln wurden feucht gehalten und nach 24 Stunden unter-
sucht. Eine etwa 5 Quadratmillimeter große Fläche der Epidermis wurde vorsichtig mit Skalpell
und Pinzette abgelöst, mit einem Tropfen isotonischer Salzlösung versetzt und unter einem
Epifluoreszenzmikroskop auf Expression der Reportergene analysiert.
2.22.2 Gegenfärbung von lebenden Tabakzellen
Transformierte Tabakzellen wurden durch Zentrifugation sedimentiert und durch Zugabe von
Medium auf ein Volumen von einem ml gebracht. Danach wurde der Mitotrackerfarbstoff zu
einer Endkonzentration von 100 nM hinzugefügt und der Ansatz 30 Minuten inkubiert. An-
schließend wurden die Zellen sedimentiert und in frischem Medium resuspendiert, um über-
schüssigen Farbstoff zu entfernen. Nach erneuter Sedimentation wurde der Überstand erneut
abgenommen, die Zellen in 1 ml Medium resuspendiert und mikroskopiert.
Verwendete Farbstoffe:
• MitoTracker R© Green FM (Invitrogen; M7510) Anregungsmaximum in Methanol bei 490
nm, Emissionsmaximum bei 516 nm
• MitoTracker R© Red CMXRos (Invitrogen; M7512) Anregungsmaximum in Methanol bei
579 nm, Emissionsmaximum bei 599nm
2.23 Analyse von Lipidgehalten aus A. thaliana-Pflanzen
2.23.1 Analyse von Glycerolipidmustern über Dünnschicht- und Gaschromatographie
Um Veränderungen im relativen Glycolipidgehalt, sowie in den Fettsäuremustern zu bestim-
men, wurde zunächst eine Extraktion der Gesamtlipide nach Bligh und Dyer (Bligh and J.,
1959) aus dem Pflanzenmaterial durchgeführt. Die Lipide wurden dünnschichtchromatogra-
phisch aufgetrennt und durch den Vergleich mit Standard-Substanzen identifiziert. Zur weite-
ren Analyse wurden die einzelnen Lipide isoliert und gaschromatographisch auf ihre Menge
und Zusammensetzung hin untersucht (Doermann et al., 1995).
Zur Vermeidung von Kontaminationen mit Lipiden und anderen Stoffen, die die GC-Messung
stören könnten, wurden nur Glaswaren verwendet und diese vor Gebrauch mit Aceton gerei-
nigt. Zur Lipid-Extraktion wurde eine definierte Menge Pflanzenmaterials (0,1 bis 0,3 g Frisch-
gewicht) zusammen mit 0,3 g Keramikperlen und 1 ml NaCl-Lösung (0.45%) in einem Glas-
zentrifugationsgefäß 10 Minuten lang bei 100◦C im Wasserbad inkubiert. Das Erhitzen diente
der Inaktivierung von Lipasen. Nach Abkühlung auf Raumtemperatur wurden 3,75 ml Chloro-
form / Methanol (1:2; v/v; Roth) zugegeben und durch Schütteln auf einem Vortex (5 Minu-
ten, höchste Stufe) gemischt. Danach erfolgt eine Zugabe von 1,25 ml Chloroform und erneu-
tes Schütteln (Vortex, höchste Stufe, 5 Minuten). Durch diese Schritte wurden die Lipide aus
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der wässrigen Lösung extrahiert. Nach Hinzufügen von 1,25 ml NaCl-Lösung (0.45%) erfolgte
zur Beschleunigung der Phasentrennung eine Zentrifugation bei 300 g und Raumtempera-
tur für 5 Minuten. Die organische Unterphase wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen,
um möglichst ohne Oberphasenmaterial mitzuführen, und nach Filtration durch Glaswolle in
ein Reagenzglas mit Schliff überführt. Am Rotationsverdampfer wurde das Lösungsmittel ent-
fernt und die Probe in 50 µl Chloroform aufgenommen. Die gesamte Probe wurde als dünner
Strich von 1 cm Breite auf eine Kieselgelplatte (Kieselgel 60; Schichtdicke 0,25 mm; Merck)
aufgebracht. Die Auftrennung im Vergleich zu aufgebrachten Standardsubstanzen (Sigma-
Aldrich) erfolgte 90 Minuten lang in einer Glaskammer mit dem Lösungsmittelgemisch Chlo-
roform/Methanol/Eisessig/Wasser (91:30:4:4, v/v) als mobile Phase. Das Lösungsmittel wurde
durch die Kapillarwirkung nach oben gezogen und die Glycerolipide trennten sich dabei ent-
sprechend ihrer Löslichkeitseigenschaften auf (Kaltenböck, 2008). Nach Besprühen der Platte
mit Phophatidreagenz bzw. Dichlorofluorescin (DCF)-Lösung(0,3% DCF in Methanol gelöst)
können die Phospho- und Galaktolipide visualisiert und durch Vergleich der Rf -Werte mit den
Standard-Substanzen identifiziert werden. Phosphatidreagenz (Dittmer and Lester, 1964):
• Lösung 1: 40,1 g Molybdänoxid in 1 l 25 M H2SO4
• Lösung 2: 1,78 g Molybdän in 500 ml Lösung 1
• 1 Volumen Lösung 1 und 1 Volumen Lösung 2 mit 2 Volumen Wasser mischen
Phophatidreagenz reagiert spezifisch mit Phospholipiden und färbt diese blau, die DCF-Lösung
färbt zudem Galaktolipide unter UV-Bestrahlung. Die interessierenden Banden wurden von der
Kieselgelplatte abgeschabt und in Pyrexröhrchen mit 2 ml methanolischer Schwefelsäure ver-
setzt. Zur Quantifizierung und Effizienzbestimmung wurde außerdem eine in Pflanzen nicht
vorkommende Fettsäure (17:0 (Heptadecansäure), Sigma-Aldrich) als interner Standard bei-
gemischt (10 µl einer 10 mM Lösung). Zur Umesterung der Fettsäuren wurde eine Stunde
bei 80◦C inkubiert. Die Fettsäuren reagieren unter diesen Bedingungen zu Methylesterverbin-
dungen, sind also vom Glycerinrückgrat der Phospholipide gelöst. Nach einer Abkühlphase
wurden zur Extraktion der Fettsäuremethylester 3 ml Hexan und 1 ml A.dest. zugegeben. Die
Probe wurde auf einem Vortex geschüttelt (1 Minute, höchste Stufe) und anschließend zentrifu-
giert (300 g, Raumtemperatur, 5 Minuten). Die Hexan-Oberphase wurde abgenommen und in
ein Reagenzglas überführt. Zum Herauslösen von wasserlöslichen Resten wurde 1 ml Was-
ser hinzugefügt, 1 Minute geschüttelt (Vortex, höchste Stufe) und erneut zentrifugiert (300
g, Raumtemperatur, 5 Minuten). Die wässrige Unterphase wurde entfernt und der gesamte
Waschvorgang wiederholt. Zur Entfernung von Wasserresten wurde Natriumsulfat zugegeben,
bis dieses alles Wasser gebunden hatte. Die Probe wurde abgezogen, durch Glaswolle filtriert
und in ein frisches Reagenzglas gefüllt. Unter Stickstoffbegasung wurde das Lösungsmittel
verdampft, die Fettsäuremethylester in 50 µl n-Heptan aufgenommen, die Lösung in ein GC-
Gefäß mit Einsatz (Agilent) überführt und bis zur Messung bei -20◦C gelagert. 1 µl der Probe
wurde in einen Gaschromatographen injiziert (6890 Hewlett-Packard, Wilmington, DE, USA),
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welcher mit einer Kapillarsäule (Optima5ms, Macherey und Nagel) ausgestattet und mit einem
Flammenionisationsdetektor verbunden war. Die gaschromatographische Auftrennung beruht
darauf, dass ein Substanzgemisch mit Hilfe einer mobilen Phase an einer stationären aufge-
trennt wird (Kaltenböck, 2008). Die mobile Phase ist ein inertes Gas, wie z.B. Stickstoff oder
Helium. Dieses strömt mit einem konstanten Durchfluss an der stationären Phase vorbei. Als
stationäre Phase diente die Kapillarsäule. Diese ist aus Kiesegel gezogen und auf der Innen-
seite mit der stationären Phase (siehe Tabelle 2.30) beschichtet. Die Säule befindet sich in
einem Ofen, der während der Messung einem festgelegten Temperaturgradienten folgend (sie-
he Tabelle 2.30) aufgeheizt wird. Die zu analysierenden Substanzen wurden über ein Septum
injiziert. Das Lösungsmittel und die enthaltenen Substanzen verdampfen im Injektor und wer-
den mit dem Trägergasstrom auf die Säule transportiert. Das Lösungsmittel bleibt gasförmig
und wird weitergetragen, die zu analysierenden Stoffe kondensieren am Anfang der Säule, da
deren Temperatur zunächst noch niedrig ist. Wird die Temperatur im Ofen erhöht, verdampfen
die Stoffe gemäß ihrer Siedepunkte und wandern die Säule entlang. Abhängig von ihren chemi-
schen Eigenschaften verteilen sie sich unterschiedlich in der stationären Phase und verlassen
die Säule in verschiedenen Retentionszeiten. Die Retentionszeit Rt ist definiert als Zeitabstand
zwischen Injektion und Detektion am Ende der Säule. Beeinflusst wird sie vom Siedepunkt
der Substanz und deren Wechselwirkung mit der stationären Phase. In dem in diesem Fall als
Detektor dienenden Flammenionisationsdetektor (FID), werden die aufgetrennten Substanzen
in einer H2-Flamme verbrannt und je nach Menge der Substanzen entstehen unterschiedliche
Mengen an Ionen, welche sich zwischen der H2-Flamme am Säulenausgang (Kathode) und ei-
ner Schleife aus Platin an der Spitze der Flamme (Anode) befinden. An der Flammenspitze ist
die Ionisation erhöht, was zu einem Signal (Peak) führt, welches verstärkt und elektronisch ver-
arbeitet werden kann. Eine Identifizierung der Substanzen erfolgt also über ihre Rt im Vergleich
mit Referenzsubstanzen (Kaltenböck, 2008).
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Tabelle 2.30: GC-MS-Parameter
Gaschromatograph Hewlett-Packard HP 6890 Series III
Programm: OptimaFS.M Scan-Mode
Injektor-Volumen 1 µl
Inlet T = 280◦C; p=0,632 bar; Fluss =164 ml/min
Säule Macherey und Nagel Optima-5ms; 5% Diphenyl-/ 95% Dimethylpolysiloxan
0.25 mm (Durchmesser) x 30m (Länge), 0.25 µm Schichtdicke
entsprechende Vorsäule (retention gap), 5m
Säule Fluss = 12,2 mL/min; p= 0,633 bar
Detektor T=280◦C; H2-Fluss 35ml/min; Luft-Fluss 350 ml/min; N2-Fluss 20 ml/min
Gradient 120◦C für 2 min; auf 150◦C mit 10◦C/min
auf 270◦C mit 3◦C/min; auf 300◦C mit 10◦C/min
300◦C für 1 min halten; 230◦C für 1 min
Ende des Laufs und Abkühlen auf 50◦C
2.23.2 In vivo Markierung von Phospholipiden in Arabidopsis-Pflanzen mit
Phosphorisotopen
Die Pflanzen wurden auf MSG-Medium mit 3% Saccharose unter Kurztagbedingungen kulti-
viert. Im Alter von etwa vier Wochen nach der Keimung wurden einzelne Pflanzen in phosphat-
freies Flüssigmedium (1 g/l Mikrosalze (Duchefa, M0301); 0,33 g/l CaCl2; 1,9 g/l KNO3; 0,18
g/l MgSO4; 1,65 g/l NH4NO3; 30 g Saccharose)) überführt, um die Effizienz der Aufnahme des
markierten Phophates zu steigern. Dazu wurde soviel Medium zu der Pflanze in ein Gefäß ge-
füllt, dass die Wurzeln vollständig bedeckt waren, die Blätter jedoch nicht. Nach 8 Stunden unter
Beleuchtung erfolgte ein Austauschen durch frisches phosphatfreies Medium und es wurden 50
µCi [33P]-markierter Phosphorsäure (Hartman Analytics) pro ml Medium appliziert. Nach den
gewünschten Inkubationszeiten (16 bzw. 40 Stunden) unter Kurztagbedingungen wurde das
Medium aus den Gefäßen abgezogen und die Pflanzen 5 mal mit soviel NaCl/EDTA-Lösung
(0,45% NaCl / 20 mM EDTA) gewaschen, dass sie vollständig untergetaucht waren (etwa 10ml;
jeweils mit einer Pasteurpipette abgezogen). Nach dem Waschen wurden die Pflanzen mit
NaCl/EDTA-Lösung bedeckt (5ml) und 10 Minuten im Wasserbad unter dem Abzug gekocht,
um Lipasen zu inaktivieren. Nach Abkühlen und Abziehen des Großteils der Lösung, erfolgte
die Extraktion der Lipide durch Zugabe von 6ml Chloroform / Methanol (1:2, v/v). Die Pflanzen
wurden durch leichtes Schütteln zerkleinert und der Ansatz wurde eine Stunde bei Raumtem-
peratur inkubiert. Danach wurden 6 ml Chloroform hinzu gegeben und eine weitere Stunde
inkubiert (Verhältnis Chloroform/Methanol jetzt 2:1). Anschließend wurden 2,8 ml NaCl/EDTA-
Lösung hinein pipettiert, nach gründlichem Mischen zur schnelleren Phasentrennung zentri-
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fugiert (200 g, 2 Minuten, Raumtemperatur), die Unterphase mit einer Pasteurpipette isoliert
und in ein neues Gefäß überführt. Das Lösungsmittel wurde unter dem Abzug im Stickstoff-
strom verdampft und die Rückstände in 500 µl Chloroform:Methanol (2:1, v/v) aufgenommen.
2µl dieses Extraktes wurden mit 5ml Szintillationscocktail (Optiphase Hisafe II, Perkin-Elmer)
vermischt und die enthaltene Radioaktivität im Szintillationszähler gemessen. Gleiche Men-
gen (150000dpm) der Extrakte wurden in 1cm Breite zur dünnschichtchromatographischen
Auftrennung auf eine Kieselgel-60-Platte (0,25 mm Schichtdicke, Merck) aufgetragen. Zusätz-
lich wurden zwischen den Proben je 50 µg (in Chloroform/Methanol gelöst) der Phospholipide
PA/PG/PC/CL/PE/PI (Sigma-Aldrich) als Standards aufgebracht. Die Kieselgelplatte wurde in
einen Glastank gestellt, der 100 ml Laufmittel beinhaltete. Als Laufmittel zur möglichst optima-
len Trennung der Phospholipide wurde Chloroform/Methanol/Eisessig (65:25:8; v/v) verwendet.
Nach 1 Stunde und 15 Minuten wurde die Platte unter dem Abzug getrocknet und anschließend
zur Detektion der Radioaktivitätsmengen mit einem Screen (Fuji) bedeckt und zur Entwicklung
15 Minuten in eine Entwicklungskassette (Fuji) gelegt. Der Screen wurde in einem Bioima-
ger (FLA3000, Raytest) ausgelesen, sodass die Mengen an radioaktiven Substanzen indirekt
visualisiert werden konnten. Zur Zuordnung der Banden wurde die Platte anschließend gleich-
mäßig mit Phosphatidreagenz (Dittmer and Lester, 1964) besprüht. Das Phosphatidreagenz
reagiert spezifisch mit den Phosphatresten in den Kopfgruppen der Phospholipide und färbt
die Banden blau.
Phosphatidreagenz:
• Lösung 1: 40,1 g Molybdänoxid in 1 l 25 M H2SO4 .
• Lösung 2: 1,78 g Molybdän in 500 ml Lösung 1
• 1 Volumen Lösung 1, 1 Volumen Lösung 2 und 2 Volumen Wasser mischen
2.24 Bestimmung von Pigmentgehalten aus A. thaliana
0,1 g Blattmaterial wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und in einem Reaktionsgefäß
zerkleinert. Nach Zugabe von 1 ml Aceton (80%) als Lösungsmittel wurden die Pigmente aus
den Blattfragmenten unter ständigem Schütteln in einem Thermomixer (Eppendorf, höchste
Stufe, 23◦C) herausgelöst. Die Blattreste wurden durch Zentrifugation (10 Minuten bei 4◦C
und 20000 g) sedimentiert, der Überstand in ein frisches Reaktionsgefäß überführt. 100 µl
des Überstandes wurden in eine Quarzküvette (Roth) gefüllt und die Absorption bei 645, 652,
663 und 480 nm in einem Spektrophotometer (BIORAD) gemessen. Da sich die Spektren von
Chlorophyll a und b überlagern, ließen sich anhand der folgenden Formeln die Gehalte an
Carotinoiden und Chlorophyll berechnen (Lichtenthaler, 1987) :
• Chlgesamt[mg/L] = E652 ∗ 1000/34, 5
• Chla[mg/L] = 14, 21 ∗ E663 − 3, 01 ∗ E645
• Chlb[mg/L] = 25, 23 ∗ E645 − 5, 16 ∗ E663
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2.25 Elektronenmikroskopische Aufnahmen
Die Anfertigung von Mikrotomschnitten eingebetteter Präparate und die Untersuchung von Ul-
tradünnschnitten mit dem Transmissions-Elektronenmikroskop wurden in Kooperation mit Frau
Agnes Weth und Herrn Professor Werner Baumgartner aus dem Institut II der RWTH Aachen
durchgeführt.
Um die Ultrastruktur von Chloroplasten und anderen Zellorganellen zu bestimmen, wurden
Arabidopsis-Blätter von 8 Wochen alten Pflanzen (auf MSG-Medium mit 3 % Saccharose, unter
Kurztagbedingungen kultviert) abgeschnitten und in einer Lösung aus 2% (w/v) Glutaraldehyd
(Sigma-Aldrich) und 2% (w/v) Formaldehyd (frisch hergestellt aus Paraformaldehyd, Merck,
Darmstadt, Deutschland) in PBS (pH7,2) 48 Stunden lang bei 4◦C fixiert. Nach dreimaligem
Waschen der Proben in 0,1 M Natrium-Cacodylat (Sigma-Aldrich) mit 7% (w/v) Saccharose auf
Eis für 10 Minuten, wurden sie zweimal mit 0,1 M Natrium-Cacodylat gewaschen und dann in
2% (w/v) Osmiumtetroxid (OsO4, Sigma-Aldrich) gelöst und in 0,1 M Natrium-Cacodylat für 2
Stunden auf Eis post-fixiert. Die Proben wurden bei Raumtemperatur erneut mit 0,1 M Natrium-
Cacodylat gewaschen und in aufsteigenden Konzentrationen von Ethanol dehydriert (in 30%
und 40% für je 15 Minuten, in 50% für 60 Minuten und in 60%, 75%, 90% für je 30 Minuten, in
100% über Nacht und schließlich in frischem 100%-Ethanol für 60 Minuten). Nach der Dehydra-
tion wurden die Proben zweimal in Propylenoxid (Serva, Heidelberg, Deutschland) für 30 Mi-
nuten äquilibriert, mit 50% (w/v) Propylenoxid und 50% (w/v) Epon 812 (Serva) überdeckt und
über Nacht inkubiert. Die Proben wurden zweimal in 100% Epon für 2 Stunden inkubiert und
dann in Epon 812 eingebettet. Für lichtmikroskopische Untersuchungen wurden semidünne
Schnitte (1 µm) mit Toluidin-Blau gefärbt. Für die Transmissionselektronenmikroskopie wurden
ultradünne Schnitte mit wässriger Lösung aus 2% (w/v) Uranylacetat (Serva) für 20 Minuten
und 0,2% (w/v) Blei-Citrat-Lösung (Sigma-Aldrich) für 7 Minuten kontrastiert und mit einem
EM10 - Elektronenmikroskop (Zeiss, Jena) untersucht.
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Bioinformatische Analysen
Als Grundlage für die praktischen Arbeiten wurden aus öffentlich verfügbaren Datenbanken
und Vorhersage-Software gewonnene Informationen zusammengestellt und diese während der
Studie im Falle neuer Entwicklungen entsprechend ergänzt.
3.1.1 Genmodelle
CDS5
CDS1
CDS3
CDS4
CDS2
CDS2.3
CDS2.1
CDS4.3/4
Del.
CDS2.2
CDS4.1/2
Ende CDS4.4
Abbildung 3.1: Exon-/Intron-Muster der CDS-Gene von Arabidopsis, basierend auf EST- und cDNA-Klon-Daten
und abgeleitet aus den Datenbanken Aramemnon (Schwacke et al., 2003), TAIR (The Arabidopsis Information
Resource) (Swarbreck et al., 2008) und TIGR (http://www.jcvi.org/). Kästen symbolisieren Exons, Linien Introns.
Die schwarz unterlegten Exonbereiche markieren die translatierten Regionen der CDS-Isoformen. Schwarze Pfeile
kennzeichnen den möglichen alternativen Beginn der Translation für CDS2- und CDS4-Transkripte. Der graue Kas-
ten im zweiten Exon von CDS4 markiert die durch alternatives Spleißen hervorgerufene Deletion in CDS4.2. Der
zweite graue Pfeil zeigt das Ende der Translation bei CDS4.4 an.
Anhand der bekannten Gensequenzen aus E. coli (Icho et al., 1985), S. cerevisiae (Kel-
ley and Carman, 1987; Shen et al., 1996), Drosophila melanogaster (Wu et al., 1995), So-
lanum tuberosum und A. thaliana (Kopka et al., 1997) konnten im komplett sequenzierten
Genom von Arabidopsis thaliana vier weitere Gene identifiziert werden, die möglicherweise
CDS-Proteine kodieren (Beisson et al., 2003). In Kombination mit BLAST-Analysen der NCBI-
Homepage wurden in den Datenbanken Aramemnon (Schwacke et al., 2003), TAIR (The Ara-
bidopsis Information Resource) (Swarbreck et al., 2008) und TIGR (http://www.jcvi.org) Hin-
weise darauf gefunden, dass die fünf Gene bis zu zehn CDS-Isoformen kodieren. Allerdings
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ist nicht ganz ausgeschlossen, dass die Isoformen CDS2.2 und CDS4.4 auf Daten beruhen,
die aus unvollständigen cDNA-Synthesen bzw. Sequenzierungen herrühren. Die vorherge-
sagten Exon-/Intronstrukturen sind in Abbildung 3.1 gezeigt, die Nukleotidsequenzen im An-
hang aufgeführt. Mit der Computersoftware Clustal-X2 (Larkin et al., 2007) wurde ein Multiple-
Sequence-Alignment der abgeleiteten Aminosäuresequenzen der potentiellen CDS-Enzyme
aus Arabidopsis erstellt (Abbildung 3.2 und 3.3). Die verschiedenen Genmodelle werden ver-
mutlich auf unterschiedlichen Wegen erzeugt. Bei CDS2.1, CDS2.2 und CDS2.3, sowie bei
CDS4.1/CDS4.2 und CDS4.3/CDS4.4 existieren im gleichen Leseraster zwei Startkodons (Ab-
bildung 3.2) im jeweils selben Exon, die eventuell alternativ genutzt werden können. Dies ist
in der Literatur beschrieben und könnte dazu dienen, dass die Isoformen in andere Komparti-
mente transportiert werden (Kochetov and Sarai, 2004; Kochetov, 2005; Mackenzie, 2005). Die
Formen CDS4.2 und CDS4.4 entstehen dagegen wahrscheinlich durch alternatives Spleißen,
ein Mechanismus, der in Pflanzen häufig genutzt wird (Kazan, 2003; Chen et al., 2007; Chen
and Manley, 2009; Barbazuk et al., 2008). Ob alle vorhergesagten Isoformen in vivo in der
Pflanze vorkommen, würde erst eine Sequenzanalyse der gereinigten Proteine aufklären.
CDS4.4     MTNTNTLFLRHDDDSEILIFQENSVFPLFVFASWGIWRAMATFAELVLS----------- 10
CDS4.3     MTNTNTLFLRHDDDSEILIFQENSVFPLFVFASWGIWRAMATFAELVLS----------- 49
CDS4.1     ---------------------------------------MATFAELVLS----------- 10
CDS4.2     ---------------------------------------MATFAELVLS----------- 10
CDS5       ---------------------------------------MAPFVEVCRYKPLPL------ 15
CDS2.3     -----------------MLDVLKFNFKFSQVVSVFVSNSSNMQKEIAGD----------- 32
CDS2.1     -----------------------------------------MQKEIAGD----------- 8
CDS2.2     ------------------------------------------------------------
CDS1       -----------------------------------------MEEENVTS----------- 8
CDS3       ------------MAMEKDLSPNSPRIRKLRDTSYPTTPTSRMNTNNQRDNHYPNIPNSPR 48
CDS4.4     -----TSRCTCPCRSFTRKPLIRPPLSGLRLPGDTKPLFR-SGLGRISVSRRFLTAVARA 64
CDS4.3     -----TSRCTCPCRSFTRKPLIRPPLSGLRLPGDTKPLFR-SGLGRISVSRRFLTAVARA 103
CDS4.1     -----TSRCTCPCRSFTRKPLIRPPLSGLRLPGDTKPLFR-SGLGRISVSRRFLTAVARA 64
CDS4.2     -----TSRCTCPCRSFTRKPLIRPPLSGLRLPGDTKPLFR-SGLGRISVSRRFLTAVARA 64
CDS5       ---SLSSLCTCPCRSSPRKYLILPQFS-EKYP---KPLLSHSRFTPISVNRRVITAVARA 68
CDS2.3     ----APSAPTTRVRHRKRNSDVGAGAGKPNGN---HLLVNDSKKYKSFLIRAYSTFWMIG 85
CDS2.1     ----APSAPTTRVRHRKRNSDVGAGAGKPNGN---HLLVNDSKKYKSFLIRAYSTFWMIG 61
CDS2.2     ---------------------------------------------------------MIG 3
CDS1       ----SPSTPVHRLRHRRRSNEVVTDGDKVNAS---PLLVNDRNKYKSFMVRTYSTLWMIG 61
CDS3       DYNYTPSSPTARIRHRRRSSENLAEVNRSNVSRVSNLLLGDKNKYRSMWIRTCSSLWMLG 108
.
CDS4.4     ESDQLGDDDHSKGIDRI-HNLQNVED-------KQKKASQLKKRVIFGIGIGLPVGCVVL 116
CDS4.3     ESDQLGDDDHSKGIDRI-HNLQNVED-------KQKKASQLKKRVIFGIGIGLPVGCVVL 155
CDS4.1     ESDQLGDDDHSKGIDRI-HNLQNVED-------KQKKASQLKKRVIFGIGIGLPVGCVVL 116
CDS4.2     ESDQLGDDDHSK----------NVED-------KQKKASQLKKRVIFGIGIGLPVGCVVL 107
CDS5       ESNQIGDDANSKEEHNIDQELQNVEEDSSLDDQKQKSRSQFKKRVTFGLGIGLSVGGIVL 128
CDS2.3     GFALIVYLGHLYITAMVVVIQIFMARELFN--LLRKTHEDKQLPGFRLLNWHFFFTAMLF 143
CDS2.1     GFALIVYLGHLYITAMVVVIQIFMARELFN--LLRKTHEDKQLPGFRLLNWHFFFTAMLF 119
CDS2.2     GFALIVYLGHLYITAMVVVIQIFMARELFN--LLRKTHEDKQLPGFRLLNWHFFFTAMLF 61
CDS1       GFVLVVYMGHLYITAMVVVIQIFMAKELFN--LLRKAPEDKCLPYIKQLNWHFFFTAMLF 119
CDS3       GVVFIIYMGHLYIWAMVVVIQIFMAKELFF--LRRRAHEERRLPGFWLLNWHFFFTAMLF 166
:    :             :          ::  .:        :.  : .  :::
CDS4.4     AGGWVFTVALASSVFIGSREYFELVRSRGIAKGMTPPPRYVSRVCSVICALMPILTLYFG 176
CDS4.3     AGGWVFTVALASSVFIGSREYFELVRSRGIAKGMTPPPRYVSRVCSVICALMPILTLYFG 215
CDS4.1     AGGWVFTVALASSVFIGSREYFELVRSRGIAKGMTPPPRYVSRVCSVICALMPILTLYFG 176
CDS4.2     AGGWVFTVALASSVFIGSREYFELVRSRGIAKGMTPPPRYVSRVCSVICALMPILTLYFG 167
CDS5       AGGWVFTVAVAAAVLLSAREYFELVRSKGIAQGMTPPPRYLSRVCSIICALMPILTLYFG 188
CDS2.3     VYGRILSQRLVNTVTP-DKVLYRLVT------SLIKYHMAICYSLYISGFVWFILTLKKK 196
CDS2.1     VYGRILSQRLVNTVTP-DKVLYRLVT------SLIKYHMAICYSLYISGFVWFILTLKKK 172
CDS2.2     VYGRILSQRLVNTVTP-DKVLYRLVT------SLIKYHMAICYSLYISGFVWFILTLKKK 114
CDS1       VYGRILSQRLANTMTA-DQFFYRLVS------GLIKYHMAICYLLYIIGFMWFILTLKKK 172
CDS3       VYGRIIQQQLVNTVSS-DRFIYKLVS------GLIKYQMVICYFLYIAGLIWFILTLKNK 219
. * ::   :. ::    :  :.**       .:      :.    :   :  **** 
Abbildung 3.2: Mit Clustal-X2 durchgeführtes Multiple-Sequence-Alignment (Larkin et al., 2007) der Aminosäurese-
quenzen der potentiellen CDS-Enzyme aus Arabidopsis. Dargestellt sind die N-terminalen Bereiche.
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CDS4.4     NIDILVTSAAFVVAIALLVQRGSPRFAQLSSTMFGLFYCGYLPSFWVKLRCGLAAPALNT 236
CDS4.3     NIDILVTSAAFVVAIALLVQRGSPRFAQLSSTMFGLFYCGYLPSFWVKLRCGLAAPALNT 275
CDS4.1     NIDILVTSAAFVVAIALLVQRGSPRFAQLSSTMFGLFYCGYLPSFWVKLRCGLAAPALNT 236
CDS4.2     NIDILVTSAAFVVAIALLVQRGSPRFAQLSSTMFGLFYCGYLPSFWVKLRCGLAAPALNT 227
CDS5       HIDISITSAAFVVAMALLLQRGNPRFSQLSSTMFGLFYCGYLPCFWVKLRCGLTAPVLNT 248
CDS2.3     MYKYQFSQYAWTHMILIVVFTQS---SFTVANIFEGIFWFLLPASLIVIN-DIFAYICGF 252
CDS2.1     MYKYQFSQYAWTHMILIVVFTQS---SFTVANIFEGIFWFLLPASLIVIN-DIFAYICGF 228
CDS2.2     MYKYQFSQYAWTHMILIVVFTQS---SFTVANIFEGIFWFLLPASLIVIN-DIFAYICGF 170
CDS1       MYKYQFGQYAWTHMILIVVFTQS---SFTVANIFEGIFWFLLPASLIIIN-DIFAYIFGF 228
CDS3       MYKYQFGQYAWTHMILIVVFTQS---SFTVANIFEGIFWFLLPAALIAMN-DVAAYFFGF 275
.  . . *:.  : :::   .   :   :.:*  ::   **.  : :. .: *   . 
CDS4.4     GIGRTWPILLGGQAHWT----VGLVATLISFSGVIATDTFAFLGG-KVTPR-----MIPH 286
CDS4.3     GIGRTWPILLGGQAHWT----VGLVATLISFSGVIATDTFAFLGG-KTFGRTPLTSISPK 330
CDS4.1     GIGRTWPILLGGQAHWT----VGLVATLISFSGVIATDTFAFLGG-KTFGRTPLTSISPK 291
CDS4.2     GIGRTWPILLGGQAHWT----VGLVATLISFSGVIATDTFAFLGG-KTFGRTPLTSISPK 282
CDS5       GIGRSWPTILGGQAHWT----VGLVAILISFCGIIASDTFAFLGG-KAFGRTPLISISPK 303
CDS2.3     FFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGASITTVISAFLLANIMGRFLWLTCPREDLSTGWLLCDPG 312
CDS2.1     FFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGASITTVISAFLLANIMGRFLWLTCPREDLSTGWLLCDPG 288
CDS2.2     FFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGASITTVISAFLLANIMGRFLWLTCPREDLSTGWLLCDPG 230
CDS1       FFGRTPLIKLSPKKTWEGFIGASVTTIISAFVLANILGRFPWLTCPRQDLSTGWLQCDAD 288
CDS3       YFGKTPLIKLSPKKTWEGFIGASVATIISAFIFANVLGQFQWLTCPRKDFSTGWLHCDPG 335
:*::    *. :  *     ..:.: : :*      . * :*   :      . 
CDS4.4     RX---------------------------------------------------------- 288
CDS4.3     KTWEGTIVGLVGCIAITILLSKYLSWPQSLFSSVAFGFLNFFGSVFGDLTESMIKRDAGV 390
CDS4.1     KTWEGTIVGLVGCIAITILLSKYLSWPQSLFSSVAFGFLNFFGSVFGDLTESMIKRDAGV 351
CDS4.2     KTWEGTIVGLVGCIAITILLSKYLSWPQSLFSSVAFGFLNFFGSVFGDLTESMIKRDAGV 342
CDS5       KTWEGAFAGLVGCISITILLSKSLSWPQSLVSTIAFGVLNFFGSVFGDLTESMIKRDAGV 363
CDS2.3     PLFKQETHALPGWIS-DWLPWKEISILPVQWHALCLGLFASIIAPFGGFFASGFKRAFKI 371
CDS2.1     PLFKQETHALPGWIS-DWLPWKEISILPVQWHALCLGLFASIIAPFGGFFASGFKRAFKI 347
CDS2.2     PLFKQETHALPGWIS-DWLPWKEISILPVQWHALCLGLFASIIAPFGGFFASGFKRAFKI 289
CDS1       PLFKPEPFALPAWIP-EWFPWKEMTILPVQWHALCLGLFASIIAPFGGFFASGFKRAFKI 347
CDS3       PLFRPEYYPFPSWIT-PFSPWKGISTLPVQWHAFSLGLFASIMAPFGGFFASGFKRAFKI 394
CDS4.4     ------------------------------------------------------------
CDS4.3     KDSGSLIPGHGGILDRVDSYIFTGALAYSFIKTSLKLYGV-------------------- 430
CDS4.1     KDSGSLIPGHGGILDRVDSYIFTGALAYSFIKTSLKLYGV-------------------- 391
CDS4.2     KDSGSLIPGHGGILDRVDSYIFTGALAYSFIKTSLKLYGV-------------------- 382
CDS5       KDSGSLIPGHGGILDRVDSYIFTGALAYSFVR----LHGV-------------------- 399
CDS2.3     KDFGDSIPGHGGITDRMDCQMVMAVFAYIYHQSFVVPEVLSVDKLLDQIITSLTLEEQQA 431
CDS2.1     KDFGDSIPGHGGITDRMDCQMVMAVFAYIYHQSFVVPEVLSVDKLLDQIITSLTLEEQQA 407
CDS2.2     KDFGDSIPGHGGITDRMDCQMVMAVFAYIYHQSFVVPEVLSVDKLLDQIITSLTLEEQQA 349
CDS1       KDFGDSIPGHGGITDRMDCQMVMAVFAYIYLQSFIVSQSVSVDKILDQILTNLTFEEQQA 407
CDS3       KDFGDSIPGHGGFTDRMDCQMVMAVFAYIYIQSFIVNRDYSVEMILDQISRSLGHEEQKM 454
CDS4.4     -----------------
CDS4.3     -----------------
CDS4.1     -----------------
CDS4.2     -----------------
CDS5       -----------------
CDS2.3     LLVKLGQMLQEKVIGS- 447
CDS2.1     LLVKLGQMLQEKVIGS- 423
CDS2.2     LLVKLGQMLQEKVIGS- 365
CDS1       LFVKLGQMLKDKLS--- 421
CDS3       LYEKLGDILQHKLQGRF 471 
Abbildung 3.3: Fortsetzung des mit Clustal-X2 durchgeführten Multiple-Sequence-Alignments (Larkin et al., 2007)
der Aminosäuresequenzen der potentiellen CDS-Enzyme aus Arabidopsis. Dargestellt sind die C-terminalen Berei-
che.
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3.1.2 Transmembrandomänen
Für die Vorhersage der Transmembrandomänen wurde eine Konsensus-Berechnung mit dem
Programm ConPredII (Arai et al., 2004) durchgeführt, welche die Ergebnisse mehrerer Vor-
hersageprogramme kombiniert und bewertet (Abbildung 3.4). Die Proteine CDS1, CDS2.1,
CDS2.2, CDS2.3 und CDS3 besitzen acht Transmembrandomänen, CDS4.1, CDS4.2 und
CDS5 dagegen sechs. Interessant ist dabei, dass die Proteine CDS4.3 und CDS4.4 im Ver-
gleich zu CDS4.1 und CDS4.2 eine zusätzliche Transmembrandomäne am N-Terminus auf-
weisen.
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Abbildung 3.4: Überblick der zehn vorhergesagten CDS-Proteine die von den 5 Arabidopsis-Genen kodiert werden.
Die gezeigten Transmembrandomänen-Muster basieren auf einer Konsensus-Vorhersage (Arai et al., 2004). Der
Knick bei CDS4.2 markiert eine Deletion von 9 Aminosäuren, die wahrscheinlich auf alternativen Spleißvorgängen
beruht.
3.1.3 Subzelluläre Lokalisation
Zur Bestimmung der subzellulären Lokalisation der einzelnen putativen CDS-Enzyme aus Ara-
bidopsis wurden verschiedene Programme genutzt, die Berechnungen anhand der Aminosäu-
resequenzen und von Vergleichsdaten durchführen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.1 zusam-
mengestellt. Da die als ´Score´-Werte angegebenen Aussagen zur Höhe der Wahrscheinlich-
keit einer bestimmten Lokalisation zwischen den Programmen nicht ohne weiteres vergleichbar
sind, wurden diese Werte nur für die Aramemnon-Konsensus-Vorhersage angegeben. Experi-
mentell wurde bisher lediglich die Lokalisation des Genproduktes von CDS5 in der inneren Hüll-
membran von Chloroplasten nachgewiesen (Froehlich et al., 2003; Heazlewood et al., 2005),
was mit den Ergebnissen der Vorhersagen übereinstimmte. Davon abgesehen lieferten die
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Algorithmen nur für CDS4.1 und CDS4.2 weitgehend übereinstimmende und eindeutige Resul-
tate, die auf eine Lokalisation in Plastiden hinweisen (Tabelle 3.1, (Beisson et al., 2003; Ferro
et al., 2010; Joyard et al., 2010)). Für CDS3 wurde von einigen Programmen eine plastidäre Lo-
kalisation vorhergesagt, aber mit deutlich geringerer Wahrscheinlichkeit. Bei CDS1 und CDS2.1
gibt es Tendenzen hin zu einer mitochondrialen Lokalisation, aber die angegebenen Wahr-
scheinlichkeiten sind sehr niedrig. Etwas höher ist die Wahrscheinlichkeit für eine Lokalisation
von CDS2.3 im sekretorischen Weg. Interessant ist der Unterschied zwischen CDS2.1 und
CDS2.3 bzw. zwischen CDS4.1/CDS4.2 und CDS4.3/CDS4.4, da die vorhergesagte Lokalisa-
tion mit der potentiellen Nutzung eines alternativen Startkodons korreliert. Bei CDS4.3/CDS4.4
wird eventuell das Transitpeptid maskiert oder die zusätzliche Transmembrandomäne verhin-
dert einen Import in die Chloroplasten (Vgl. Abbildung 3.4).
Tabelle 3.1: Mögliche subzelluläre Lokalisation der CDS-Isoformen, basierend auf den Berechnungen der Program-
me Multiloc (Hoeglund et al., 2006), Mitopred (Guda et al., 2004), SLP (Matsuda et al., 2005), ChloroP (Emanuels-
son et al., 1999), TargetP (Emanuelsson et al., 2000) und der Konsensus-Vorhersage von Aramemnon (Schwacke
et al., 2003), das mehrere Programme einbezieht und die Resultate bewertet. Da die als ´Score´-Werte angegebe-
nen Aussagen zur Höhe der Lokalisations-Wahrscheinlichkeit zwischen den Programmen nicht ohne weiteres ver-
gleichbar sind, wurden diese Werte nur für die Aramemnon-Konsensus-Vorhersage angegeben (Werte in eckigen
Klammern). PM: Plasmamembran, PO: Peroxisom. plast: plastidär. cTP: Transitpeptid zur Lokalisation in Plastiden
vorhanden (mit Länge). mito: mitochondrial. nuk: nukleär. cyt: cytosolisch. sec: sekretorisch. -: nicht eindeutig.
Protein Multiloc ChloroP SLP MitoPred TargetP Aramemnon Cons.
CDS1 PM/PO - mito mito - -
CDS2.1 PM/PO - mito mito - -
CDS2.2 - - sek - sek sek
CDS2.3 PM - sek - sek sek [8,8]
CDS3 - plast/cTP (75) mito - plast plast [4,9]
CDS4.1 plast plast/cTP (61) plast - plast plast [19,7]
CDS4.2 plast plast/cTP (61) plast - plast plast [19,7]
CDS4.3 - - nuk/cyt mito - sek [5,9]
CDS4.4 - - nuk/cyt mito - sek [5,9]
CDS5 plast plast/cTP (26) plast - plast plast [14,0]
3.1.4 Zusammenfassung
Auf Grundlage der Datenbankanalysen verfügt Arabidopsis über fünf Gene, die bis zu zehn
verschiedene Proteine mit CDS-Aktivität und mindestens 6 Transmembrandomänen kodieren.
Realisiert werden die verschiedenen Isoformen vermutlich über alternative Translationsinitiation
und alternatives Spleißen. Diese Information wurden zunächst für Expressionsstudien genutzt,
um die CDS-Aktivität experimentell nachzuweisen. Weiterhin ermöglichten die Informationen,
für vier der Gene T-DNA-Insertionslinien zu identifizieren. Die Vorhersagen der subzellulären
Lokalisation waren nur für drei der Proteine eindeutig und werden bezüglich einer Sequenz
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durch experimentelle Daten aus Proteomstudien bestätigt.
3.2 Heterologe Expression der Arabidopsis CDP-DAG-Synthase-Gene in
Modellsystemen
Um zu klären, ob die fünf Gene von Arabidopsis für Enzyme mit CDP-DAG-Synthase-Aktivität
kodieren und alle vorhergesagten Isoformen katalytisch aktiv sind, wurden die entsprechenden
Proteine über cDNA-Sequenzen in Modellorganismen erzeugt und in Enzymassays getestet.
Außerdem sollten erste Erkenntnisse über eine mögliche Lokalisation in der eukaryotischen
Zelle gewonnen werden. Die cDNAs für CDS1, CDS2.2, CDS3, CDS4.1 und CDS5 wurden
aus RIKEN- und CNRVG- Kollektionen erhalten. Die Sequenzen für die alternativen Formen
CDS2.2, CDS2.3, CDS4.2, CDS4.3 und CDS4.4 wurden mittels PCR-Techniken aus den vor-
handenen cDNAs und genomischer Arabidopsis DNA synthetisiert, in geeigneten Vektoren
des Gateway-Systems kloniert und in Mikroorganismen exprimiert. Dabei wurden verschie-
dene Ansätze parallel verfolgt. Zum einen eine Expression in E. coli als Fusionsprotein mit
Glutathion-S-Transferase (GST) und anschließender Reinigung mittels Affinitätschromatogra-
phie, zum anderen eine Expression in S. cerevisiae-Mutanten mit partiell oder vollständig inak-
tivierter CDS-Aktivität, um somit die eingeführte Aktivität ohne oder zumindest mit reduzierter
Hintergrundaktivität messen zu können.
3.2.1 Expression in E. coli
Die für die Arabidopsisproteine CDS3, CDS4.1 und CDS5 kodierenden cDNAs wurden als Fu-
sionen mit einem GST-Tag in E. coli BL21AI exprimiert. Für CDS3 wurde eine cDNA mit einer
Deletion von 460 Basenpaaren (bp) erstellt, um einen möglichen negativen Einfluss des lan-
gen N-Terminus auf die Expression zu minimieren, da eine vergleichbare Trunkierung bei der
von Kopka und Mitarbeitern untersuchten StCDS1-Sequenz der Kartoffel eine Expression erst
ermöglichte (Kopka et al., 1997). Zur Expression wurde der Gateway-Zielvektor pDEST15 ver-
wendet, der eine Nukleotidsequenz für GST enthält, sodass bei Expression ein Fusionsprotein
mit N-terminaler GST-Domäne entsteht. Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe
von Arabinose ins Medium, welche den araBAD Promotor aktiviert. In den nach der Expres-
sionsperiode präparierten Gesamtmembranfraktionen waren die Fusionsproteine in Western-
blots mit Antikörpern gegen GST als Banden bei 62 kDa nachweisbar (Abbildung 3.5). Al-
lerdings akkumulierten die Fusionsproteine in nur sehr geringen Mengen in den bakteriellen
Membranen, die unterschiedliche Abbauprodukte in z.T. hohen Gehalten enthielten. Im En-
zymtest wiesen die Membranfraktionen keine erhöhte CDS-Aktivität im Vergleich zum Wildtyp
und zu nicht-induzierten Kulturen auf. Entweder waren die heterolog exprimierten Proteine al-
so nicht aktiv oder die erhöhte Aktivität war im Vergleich zur endogenen CDS-Aktivität aus E.
coli nicht messbar. Um die eingeführten Fusionsproteine von der bakteriellen CDS zu tren-
nen, wurden die Membranen mit Triton-X-100 solubilisiert und die Fusionsproteine über eine
Glutathion-Sepharosematrix gereinigt.
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Abbildung 3.5: A: Nachweis der 62 kDa GST-AtCDS-Fusionsproteine aus Gesamtmembranextrakten transgener E.
coli-Kulturen im Westernblot mit Antikörpern gegen GST (+ = induziert; - = nicht induziert).
Eine CDS-Aktivität im Enzymassay mit radioaktiv markiertem CTP als Substrat war in den an-
gereicherten Fusionsproteinfraktionen nicht nachweisbar. Dies könnte zum einen daran liegen,
dass die Abtrennung der Membranlipide während der Proteinreinigung zu einer Inaktivierung
der Fusionsproteine führte oder die GST-Domäne einen negativen Einfluss auf die korrekte
Faltung des Proteins hatte. Um eine Aktivität ohne Reinigung nachweisen zu können, wäre
der Einsatz von Mutanten mit reduzierter endogener CDS-Aktivität (Ganong and Raetz, 1982,
1983) ein sinnvoller Ansatz, ihre mögliche Verwendung wurde aber zu Gunsten von Expressi-
onsstudien in entsprechenden Hefemutanten zurück gestellt.
3.2.2 Expression in einer S. cerevisiae - cds1 - Punktmutante
Um die katalytische Aktivität der Arabidopsis CDS-Proteine im eukaryotischen Modell zu de-
monstrieren, wurde ein Hefestamm mit einer Punktmutation im CDS-Gen für die heterologe Ex-
pression gewählt (Klig et al., 1988). Die Mutation verringert die Aktivität der hefeeigenen CDS,
die in S. cerevisiae durch ein einziges Gen kodiert wird (Shen and Dowhan, 1996). Enzym-
tests mit den Arabidopsisproteinen können also bei geringerer störender Hintergrundaktivität
durchgeführt werden, was einen Vorteil zur beschriebenen Expression in E. coli darstellt. Durch
Inositol und Cholin im Medium wird die Expression des CDS-Gens über das UASINO-System,
wie in der Einleitung beschrieben, gehemmt. Die endogene CDS-Aktivität ließ sich zudem nicht
nur im Wildtyp (Klig et al., 1988), sondern auch in den Mutanten durch die Zugabe von Inositol
und Cholin weiter erniedrigen (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: CDS-Aktivität von S. cerevisiae in Gesamtmembranfraktionen von Wildtyp und cds1-Punktmutante.
Die Kulturen wurden jeweils mit und ohne Inositol/Cholin im Medium angezogen. Die Bestimmung der CDS-Aktivität
erfolgte anhand der Einbaurate von radioaktiv markiertem CTP unter Standardbedingungen. Die Werte sind als
Mittelwerte von drei unabhängigen Aufarbeitungen zusammen mit der Standardabweichung angegeben.
Der entsprechende cds1-Punktmutations-Stamm wurde nach dem beschriebenen Test mit
Arabidopsis-CDS-cDNA-Konstrukten transformiert. Die Expression lässt sich im gewählten Sys-
tem über die Zugabe von Galaktose über den PGal-Promotor induzieren. Als Kontrolle diente bei
jeder Hefemembranaufarbeitung eine Kultur, die den Leervektor enthielt. Wie in Abbildung 3.7
dargestellt, zeigten Membranfraktionen, die CDS2.1 oder CDS4.1 oder CDS5 enthielten, deut-
lich höhere CDS-Aktivitäten als die Kontrollmembranen. Dagegen war bei CDS1 und CDS3
keine erhöhte Aktivität messbar (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: CDS-Aktivitäten der Membranfraktionen von Hefe-cds1-Punktmutanten, welche die angegebenen
CDS-Isoformen von Arabidopsis enthielten, im Vergleich zur Kontrolle. Die Bestimmung der CDS-Aktivität erfolgte
anhand der Einbaurate von radioaktiv markiertem CTP unter Standardbedingungen. Die Werte sind als Mittelwerte
von drei unabhängigen Aufarbeitungen zusammen mit der Standardabweichung angegeben. Kontrolle: S. cerevi-
siae-Stamm BY4741 mit Leervektor.
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Abbildung 3.8: Transkriptanalyse von transgenen Hefe-Mutanten, die Konstrukte mit CDS-Isoformen aus Arabi-
dopsis enthalten, durch RT-PCR. Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel (2%) im Vergleich zu einem
Größenmarker (M; 100 bp-DNA-Leiter, Fermentas) aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht de-
tektiert. A: Die Spuren 1-4 enthielten Ansätze mit der Primerkombination, die spezifisch für CDS1 ist, die Spuren
5-8 Ansätze mit einem Paar von spezifischen Primern für CDS5. In den Ansätzen der Spuren 1, 3, 5 und 7 war
keine Reverse Transkriptase enthalten, um auszuschließen, dass noch Reste genomischer DNA vorhanden sind.
Ansätze mit aus der Mutante mit einem für CDS1 kodierenden Konstrukt gewonnener cDNA sind in den Spuren 1/2
und 4/5 aufgetragen, cDNA aus der Mutante mit einem Konstrukt für die Synthese von CDS5 in den Spuren 3/4
und 5/6. Transkripte von CDS1 waren nicht nachweisbar. Wurden CDS5-spezifische Primer verwendet, so waren
Transkripte in der Mutante mit dem CDS5-Konstrukt detektierbar. Die Spuren 9 und 10 enthielten Negativkontrollen
von beiden Primerkombinationen ohne DNA. B: Die Spuren 1 und 2 enthielten Ansätze mit der Primerkombination,
die spezifisch für CDS1 ist und aus der Mutante mit einem für CDS1 kodierenden Konstrukt gewonnene cDNA.
In den Spuren 3 und 4 waren die Negativkontrollen aufgetragen, in den Spuren 5 und 6 die Positivkontrollen, also
Ansätze mit Arabidopsis-Wildtyp-DNA und je einem Primerpaar, das zur Amplifikation von genomischer Sequenz
mit Introns von CDS1 (5) bzw. CDS3 (6) führten.
Eine Transkriptanalyse zeigte eindeutig, dass das gewünschte Transkript in der durch CDS5
komplementierten cds1-Nullmutante vorhanden ist. Auch in den Punktmutanten, die erhöhte
CDS-Aktivität im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen, konnten die entsprechenden Transkripte
nachgewiesen werden. Bei CDS1 ist jedoch kein Transkript nachweisbar, was bedeutet, dass
offenbar schon die Transkription nicht funktioniert hat, sodass eine erhöhte Aktivität nicht nach-
weisbar sein kann. Da derselbe Klon für die Komplementation der cds1-Nullmutante verwendet
wurde, kann ein Konstruktfehler ausgeschlossen werden. Zudem wurden mehrere unabhängi-
ge Klone getestet. Das Nichtgelingen der heterologen Expression in Hefe deckt sich für CDS1
mit den Ergebnissen von Kopka und Mitarbeitern (Kopka et al., 1997). Für CDS3 ist dage-
gen das Transkript nachweisbar, offenbar wird dieses aber entweder nicht translatiert oder das
Protein ist nicht ausreichend aktiv, um gemessen zu werden.
Nach Kopka et al. (1997) verhindert der N-terminale Bereich von CDS1 eine funktionale
Expression in Hefe. Daher wurden Konstrukte mit einem modifizierten 5´-Bereich erstellt (Ab-
bildung 3.9). Für CDS1 wurden 321 Basenpaare der am 5´-Bereich des ORF durch 321 Basen-
paare der entsprechenden Sequenz aus CDS2 ersetzt. Der Austausch wurde auf Ebene der
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cDNA mit der SOE-PCR-Technik (Warrens et al., 1997) durchgeführt. Bei CDS3 wurden 462
Basenpaare des 5´-Bereichs des ORF deletiert und durch 321 Basenpaare des 5´-Bereichs
von CDS2 ersetzt. Auch dies wurde durch Herstellung einer entsprechenden cDNA mittels
PCR erreicht. Beide Konstrukte wurden wie zuvor mittels Gateway-System kloniert.
CDS2.1 CDS3
CDS3-FusionskonstruktCDS1-Fusionskonstrukt
CDS1
Abbildung 3.9: Schema zur Erstellung der Fusionskonstrukte.
Eine im Vergleich zur Kontrolle erhöhte CDS-Aktivität der präparierten Membranen konnte
allerdings auch für die beschriebenen Deletions- bzw. Fusionskonstrukte nicht gemessen wer-
den. Der postulierte Einfluss des N-Terminus auf eine funktionale Expression (Kopka et al.,
1997) konnte demnach nicht bestätigt werden. Um die Arabidopsis CDS-Isoformen in Hefe un-
abhängig von ihrer katalytischen Aktivität durch Westernblot-Analysen nachzuweisen, wurden
die Proteine mit einem Histidin-Epitop versehen. Der Nachweis im Westernblot gelang aller-
dings weder für die aktiven noch für die inaktiven Proteinfraktionen.
3.2.3 Expression in S. cerevisiae - cds1 - Nullmutante
Der Hefestamm YBR029c der Euroscarf-Kollektion trägt eine durch eine Kanamycin-MX4-
Kassette disruptierte Sequenz des CDS-Gens in einem Chromosom (Winzeler et al., 1999). Da
die hefeeigene CDS ein essentielles Enzym ist und nur durch ein Gen kodiert wird (ScCDS1,
auch CDG1 genannt), ist eine Zelle mit einer Disruption in beiden Allelen nicht lebensfähig
(Shen and Dowhan, 1996). Um Komplementationsversuche zu ermöglichen, wurden diploide
und in Bezug auf ScCDS1 heterozygote Zellen mit den bereits beschriebenen Vektorkonstruk-
ten transformiert. Die Zellen wurden durch künstlich erzeugte Mangelbedingungen zur Sporula-
tion angeregt und die Tetraden anschließend dissektiert. Durch Inkubation der haploiden Spo-
ren auf Galaktose-haltigem Medium wird der Galaktosepromotor aktiviert und die Expression
der Arabidopsisgene initiiert. Wies das Arabidopsis-Enzym eine CDS Aktivität auf, die stark
genug war, den Verlust der hefeeigenen zu kompensieren, so keimten neben den haploiden
Wildtypsporen auch die, deren ScCDS1-Gen disruptiert ist (Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Ablauf der Sporenanalyse. Der bezüglich seines ScCDS1-Gens heterozygote Stamm BY4743
YBR029c::KanMX4 wird mit einem Konstrukt transformiert, welches eine CDS-cDNA-Sequenz unter Kontrolle des
PGal-Promotors enthält. Nach angeregter Sporulation können auf Glukosemedium nur haploide Sporen mit dem
Wildtyp-ScCDS1-Allel wachsen (grau). Bei einem Wildtyp-Ausgangsstamm könnten alle vier Sporen keimen und
eine Kolonie bilden (WT). Bei dem heterozygoten Stamm könnten lediglich zwei wachsen, unabhängig davon, ob
das eingeschleuste Gen für ein Enzym kodiert, welches den Defekt der Mutante kompensieren (k) oder nicht kom-
pensieren kann (nk), da Glukose die Expression des Gens hemmt. Auf Galaktosemedium können dagegen auch
die Sporen wachsen, die nach induzierter Expression ein Arabidopsis-Enzym enthalten, welches die hefeeigene
ScCDS1-Aktivität ersetzen kann (blau). Überträgt man die Sporen auf G418-haltiges Galaktosemedium, so kann
man auf die haploiden Nachkommen der Sporen mit der Kassette selektieren.
Durch PCRs mit verschiedenen Primerkombinationen, wurde zudem belegt, dass es sich bei
den aus den selektierten Sporen hervorgegangenen Kolonien wirklich um haploide Hefezellen
handelte, die ein disruptiertes ScCDS1-Gen enthielten (Abbildung 3.11).
CDP-DAG Synthasen aus A. thaliana 3 Ergebnisse und Diskussion 67
a+b a+
KanB
c+d d+
KanC
a+d a+b a+
KanB
c+d d+
KanC
a+d a+b a+
KanB
c+d d+
KanC
a+d
KanMX-Kassette
X X
a
KanB
b
c
CDS1 
KanMX-Kassette
a
KanC
d
d
CDS1 
CDS1 
A B
C D E
Abbildung 3.11: Komplementationsanalyse: Der Hefestamm S. cerevisiae YBR029c ist diploid und besitzt nur auf
einem Chromosom ein funktionales ScCDS1-Gen. Auf dem zweiten Chromosom wurde das Gen mittels homologer
Rekombination durch eine KanMX4-Kassette ersetzt (A, B) und somit gezielt inaktiviert. Die Kassette besteht aus
einer Promotor-Resistenzgen-Terminator Sequenz und verleiht Resistenz gegen die Antibiotika Kanamycin und
G418. Durch Einsatz der PCR-Technik kann überprüft werden, ob es sich um einen diploiden Stamm handelt,
der bezüglich des CDS1 Gens heterozygot ist. Für alle aufgeführten Primerkombinationen wird in diesem Fall ein
Produkt erhalten (D). Außerdem ergibt das Primerpaar a/d Produkte unterschiedlicher Länge (siehe Doppelbande
in D). Nach Sporulation und Tetradendissektion fehlen bei einem haploiden Wildtyp die PCR-Produkte bei den
Ansätzen mit kassettenspezifischen Primern (KanB und KanC, siehe E), bei einer haploiden Mutante dagegen die
mit genspezifischen Primern amplifizierten DNA-Fragmente (b und c, siehe C).
Außerdem bietet die Kultivierung der Stämme auf verschiedenen Medien weitere Möglich-
keiten zur Überprüfung des Genotyps. Enthält das Medium nur Glukose, so können lediglich
Wildtypzellen oder heterozygote Mutanten wachsen. Ist dem Galaktosemedium G418 zuge-
setzt, so sind nur noch Zellen mit KanMX-Kassette zum Wachstum in der Lage. Die so identi-
fizierten Zellen wurden zudem auf das in ihnen enthaltene Arabidopsis-CDS-Konstrukt getes-
tet. Eine erfolgreiche Komplementation der Hefe-cds1-Nullmutante zeigten 8 der 10 getesteten
Arabidopsis-CDS-Isoformen. Somit kodieren alle 5 Gene bzw. deren alternativen Genmodelle
mindestens eine katalytisch aktive CDS, was bisher nur für CDS1 gezeigt worden war (Kop-
ka et al., 1997). Diese Ergebnisse sind in Abbildung 3.12 am Beispiel eines Wachstumstestes
dargestellt. Lediglich CDS2.2 und CDS4.4 konnten ein Wachstum der Hefemutanten nicht wie-
derherstellen. Bei CDS2.2 war dies überraschend, da das Protein die für eine CDS-Aktivität nö-
tigen konservierten Bereiche enthielt. Offenbar kann die katalytisch aktive Konformation ohne
den fehlenden N-terminalen Bereich (Abbildung 2.1) unter den gewählten Versuchsbedingun-
gen in der Hefe nicht erreicht werden. Der Unterschied zwischen den N-Termini von CDS2.1
und CDS2.3 scheint dagegen unerheblich für die Aktivität zu sein. Das Protein CDS4.4 weist
im Vergleich zu den anderen CDS4-Isoformen eine C-terminale Deletion auf, die einen konser-
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vierten, für die katalytische Aktivität erforderlichen Bereich betrifft, sodass eine CDS-Aktivität
nicht zu erwarten war. Wie bei CDS2.1 und CDS2.3 haben die verschieden langen N-Termini
bei CDS4.1/2 und CDS4.3 offensichtlich keinen Einfluss auf eine für die Komplementation aus-
reichende katalytische Aktivität.
WT
CDS
1 2.1 2.3 4.13 4.2 4.3 5
G
a
l a
k t
o
s e
G
l u
k o
s e
Abbildung 3.12: Funktionale Komplementation der haploiden S. cerevisiae-Mutante mit disruptiertem ScCDS1-Gen
(YBR029c::KanMX4) durch Expression von Arabidopsis-Genen unter Kontrolle des PGal-Promotors. Hefekultu-
ren von Wildtyp-Zellen mit intaktem ScCDS1-Gen (WT) und von haploiden Mutanten, die eine der angegebenen
Arabidopsis-CDS-cDNAs exprimierten, wurden stufenweise 10fach verdünnt (10−1 bis 10−3), auf Festmedium mit
2% Galaktose bzw. 2% Glukose aufgetropft (je 10 µl einer Kultur mit einer OD600 von 3) und 48 Stunden bei
28◦C inkubiert. Im Gegensatz zu den Wildtypzellen konnten die Mutanten nur wachsen, wenn die Expression der
Arabidopsis-Gene durch Galaktose induziert wurde.
Um die Aktivität der heterolog exprimierten CDSs in vitro nachzuweisen, wurden, wie schon
für die Punktmutante beschrieben, Enzymassays durchgeführt. Zunächst wurde das Produkt
der Reaktion nachgewiesen, indem ein Assay mit radioaktiv markierter Phosphatidsäure als
Substrat eingesetzt wurde. Die anschließende dünnschichtchromatographische Auftrennung
zeigte eindeutig CDP-DAG als Produkt, im Vergleich zu mitchromatographiertem Standard.
Dies ist in Abbildung 3.13, zusammen mit der Bestimmung der Proteinlinearität, exemplarisch
für CDS1 und CDS4.1 gezeigt. Die Produktidentität und ein linearer Aktivitätsbereich von 5 bis
15 µg Protein bei einer 20 minütigen Inkubation konnte für alle acht Enzyme gezeigt werden.
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Abbildung 3.13: A: Dünnschichtchromatographische Auftrennung von Reaktionsprodukten eines CDS-Assays mit
radioaktiv markierter Phosphatidsäure in Chloroform:Methanol:Eisessig:Wasser (65:25:4:4,v/v). B: CDS-Aktivität
in Abhängigkeit von der Menge an eingesetztem Protein. Die Bestimmung der CDS-Aktivität erfolgte anhand der
Bestimmung der Einbaurate von radioaktiv markiertem CTP unter Standardbedingungen.
Anders als bei den Versuchen mit der Punktmutante war in der Nullmutante die katalyti-
sche Aktivität von CDS1 und CDS3 in vitro zwar gering, aber eindeutig nachweisbar (Abbil-
dung 3.14). Diese unterschiedlichen Ergebnisse beruhen vermutlich primär auf der hefeeige-
nen CDS-Aktivität in der Punktmutante, aber auch andere Ursachen, wie unterschiedliche Pro-
teinstabilität, sind denkbar. In Abbildung 3.14 sind die Aktivitäten der acht Enzyme im Vergleich
und die Verteilung der jeweiligen Aktivität auf die mikrosomale und mitochondriale Fraktion ge-
zeigt, die durch Differentialzentrifugation präpariert worden waren. Die Aktivität war bei CDS2.1
am höchsten, für CDS2.3, CDS4.1, CDS4.2 und CDS5 etwas niedriger und für CDS1, CDS3
und CDS4.3 relativ gering. Die Hauptaktivität war eindeutig in den Mitochondrien zu finden.
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Abbildung 3.14: Aktivitäten und subzelluläre Lokalisation von Arabidopsis-CDS-Isoformen in Zellen von Hefe-cds1-
Nullmutanten (YBR029c::KanMX4). Die Messung der CDS-Aktivität in durch Differentialzentrifugation gewonnenen
mitochondrialen und mikrosomalen Membranfraktionen, welche die angegebenen CDS-Isoformen von Arabidop-
sis enthielten, erfolgte anhand der Bestimmung der Einbaurate von radioaktiv markiertem CTP unter Standard-
Assaybedingungen. Die Werte sind als Mittelwerte von drei unabhängigen Aufarbeitungen zusammen mit der Stan-
dardabweichung angegeben.
Diese Verteilung wurde in entsprechenden Versuchen mit mitochondrialen und mikrosoma-
len Fraktionen aus Präparationen der Punktmutanten, die jeweils eine der Isoformen CDS2.1,
CDS4.1 und CDS5 enthielten, bestätigt. Die in der Literatur beschriebene Verteilung der CDS-
Aktivität in Wildtyp-Hefestämmen zwischen diesen Fraktionen variiert und beruht vermutlich
auf unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen und Aufarbeitungsprotokollen (Kuchler et al.,
1986; Kelley and Carman, 1987; Zinser et al., 1991; Shen et al., 1996). Eine mögliche Inhibie-
rung der Aktivität von eventuell mikrosomal lokalisierten CDS-Enzymen durch das verwendete
Detergenz, wie für die mikrosomale CDS aus Rizinus (Kleppinger-Sparace and Moore, 1985)
und die Enzyme aus Erbsen-Chloroplasten (Andrews and Mudd, 1984) beschrieben, wurde
durch entsprechende Versuche ausgeschlossen. Ohne Detergenz-Zugabe, sank die Aktivität
bei allen Enzymen, das Muster blieb jedoch unverändert. Außerdem zeigten Markerenzyme
in den mitochondrialen und mikrosomalen Fraktionen typische Aktivitätsverteilungen (Abbil-
dung 3.15). Die Aktivität der PGP-Synthase als Marker für die Mitochondrien war dabei 10 bis
20fach höher in der mitochondrialen Fraktion, die Aktivität der PE-Methyltransferase als Marker
für mikrosomale Membranen (Kuchler et al., 1986), war in der mikrosomalen Fraktionen 5 bis
8 mal höher als in den mitochondrialen.
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Abbildung 3.15: Aktivität der Phosphatidylethanolamin-Methyltransferase (PEMT) (A) und PGP-Synthase (PGPS)
(B) in mitochondrialen und mikrosomalen Fraktionen der transgenen Hefen, die die angegebenen CDS-Isoformen
von Arabidopsis enthielten. Die Enzymaktivitäten wurden anhand der Einbauraten von entsprechenden radioaktiv
markierten Substraten bestimmt. Die Werte sind als Mittelwerte von drei unabhängigen Aufarbeitungen zusammen
mit der Standardabweichung angegeben.
Zur genaueren Klärung der subzellulären Lokalisation wurde eine mitochondriale Rohfraktion
über einen Saccharose-Dichtegradienten in eine mitochondriale und eine mikrosomale (MAM,
s.u.) Bande aufgetrennt und die CDS-Aktivität dieser einzelnen Fraktionen bestimmt. Die Er-
gebnisse bestätigten die Verteilung der in der Differentialzentrifugation erhaltenen Fraktionen.
Die mitochondrien-assoziierten ER Membranen (MAM, (Gaigg et al., 1995)) zeigten zwar CDS-
Aktivität, diese war jedoch zu gering, um die Gesamtaktivität der mitochondrialen Rohfrakti-
on zu beeinflussen. Um weitere Informationen zur in vivo Lokalisation der Arabidopsis-CDS-
Isoformen in Hefezellen zu erhalten,wurde die für CDS5 kodierende cDNA in einen Gateway-
Vektor eingefügt, der eine Expression in Fusion mit der Gensequenz für das fluoreszierende
Protein GFP ermöglichte. Ein Vergleich der Bilder mit entsprechenden aus der YPL (Yeast Pro-
tein Localization)-Datenbank (Habeler et al., 2002), sowie Gegenfärbungen mit den Farbstoffen
Mitotracker(TM) und ER-Tracker(TM) erbrachten jedoch kein eindeutiges Ergebnis. Somit ist es
durch die Expressionsstudien in Hefe gelungen, die Identität der CDS-Gene von Arabidopsis
zu bestätigen. Die Versuche lieferten keine eindeutigen Hinweise auf eine mögliche subzellulä-
re Lokalisation der CDS-Isoformen in pflanzlichen Zellen. Allerdings wären die Ergebnisse mit
einer dualen Zielsteuerung von CDS1 und CDS2 in die Mitochondrien und in das endoplasma-
tische Retikulum vereinbar.
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3.2.4 Katalytische Eigenschaften der Arabidopsis-Enzyme CDS4.1 und CDS5
Verwendet wurden die aus den komplementierten Hefe-cds1-Nullmutanten gewonnenen Mit-
ochondrienfraktionen, die die entsprechenden Proteine enthielten. CDS4.1 und CDS5 besitzen
beide ein breites pH-Optimum im Bereich von 7,5 (Abbildung 3.16, A) und benötigen divalente
Kationen für ihre Aktivität (Abbildung 3.16, C, D). Eine Konzentration von 20 mM Magnesi-
umchlorid führte dabei zu den höchsten Aktivitäten. CDS4.1 und CDS5 besitzen damit beide
ähnliche Eigenschaften wie CDS-Enzyme aus anderen Pflanzenarten (Andrews and Mudd,
1984; Hanenberg et al., 1993).
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Abbildung 3.16: Biochemische Eigenschaften von CDS4.1 und CDS5 aus mitochondrialen Fraktionen nach he-
terologer Expression in Hefe-cds1-Nullmutanten. A: Abhängigkeit der Aktivität vom pH-Wert. B: Abhängigkeit der
Aktivität von CDS5 von der Konzentration des Detergenzes Triton-X-100. C/D: Abhängigkeit der Aktivität von di-
valenten Kationen (C: CDS4.1, D: CDS5). Die Messung der CDS-Aktivität erfolgte anhand der Bestimmung der
Einbaurate von radioaktiv markiertem CTP.
In Abbildung 3.17 sind die Substratabhängigkeiten der beiden Enzyme dargestellt. Sowohl
bei CDS4.1 als auch bei CDS5 zeigt sich eine Sättigungskinetik bezogen auf die Konzentration
an CTP (3.17 A). Die Aktivität von CDS4.1 ist geringer als die von CDS5, allerdings schwanken
die Werte zwischen verschiedenen Membranaufarbeitungen. Der Anstieg der Kurve ist jedoch
bei CDS4.1 moderater, was auf einen geringeren V_max-Wert hindeuten könnte. Bezogen auf
die PA-Spezies (3.17 B, C) ist die Aktivität beider Enzyme mit den Dioleoyl-Spezies (di18:1) am
höchsten und mit den Dipalmitoyl-Spezies (di16:0) am niedrigsten. Die aus Eigelb hergestell-
te Mischung von PA-Spezies, in denen 1-Palmitoyl-2-Oleoyl (16:0/18:1) vorherrscht, führte als
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Substrat zu Werten, die zwischen den beiden anderen lagen. Bei CDS4.1 waren diese Unter-
schiede allerdings deutlich stärker ausgeprägt. Versuche mit radioaktiv markierten PA-Spezies
zeigten weder bei CDS4.1 noch bei CDS5 eine Bevorzugung von prokaryotischer 1-Oleoyl-2-
Palmitoyl-PA oder 1-Palmitoyl-2-Oleoyl-PA.
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Abbildung 3.17: Biochemische Eigenschaften von CDS4.1 und CDS5 aus mitochondrialen Fraktionen nach hetero-
loger Expression in Hefe-cds1-Nullmutanten. A: Abhängigkeit der Aktivität von Konzentrationen an CTP. B und C:
Abhängigkeit der Aktivitäten von Konzentrationen verschiedener PA-Spezies (B: CDS4.1, C: CDS5). Die Messung
der CDS-Aktivität erfolgte anhand der Bestimmung der Einbaurate von radioaktiv markiertem CTP.
3.2.5 Fazit der heterologen Expressionsstudien
Durch heterologe Expressionsstudien in einer cds1-Nullmutante der Hefe S. cerevisiae konnte
demonstriert werden, dass acht Proteine, die von fünf Arabidopsisgenen kodiert werden, ka-
talytisch aktive CDS-Enzyme sind. Bisher wurde dies von Kopka und Mitarbeitern 1997 nur
für CDS1 indirekt gezeigt. Bei Expressionsstudien in E. coli, in einer Hefe-cds1-Punktmutante
und einer cds1-Nullmutante, erwies sich letztgenannte als am besten geeignet, da in diesen
Zellen die eingeführte pflanzliche CDS-Aktivität ohne störende Hintergrundaktivität analysiert
werden konnte. Somit war es außerdem möglich, bereits einige biochemische Eigenschaften
der CDS-Enzyme aus Arabidopsis zu bestimmen.
3.3 Subzelluläre Lokalisation in Pflanzenzellen
Der Einsatz von fluoreszierenden Proteinen als Reporter zur Bestimmung der subzellulären
Lokalisation von Proteinen hat sich in Pflanzenzellen bewährt. Dabei wurden sowohl Varian-
ten des Grün-fluoreszierenden Proteins (GFP) (Tsien, 1998; Haseloff and Amos, 1995; Chiu
74 3 Ergebnisse und Diskussion CDP-DAG Synthasen aus A. thaliana
et al., 1996; Leffel et al., 1997) aus Aequorea victoria, als auch des Rot-fluoreszierenden Pro-
teins (RFP) aus Discosoma sp. (Jach et al., 2001; Dietrich and Maiss, 2002; Campbell et al.,
2002) erfolgreich eingesetzt. Für die vorliegende Arbeit wurden die Gateway(TM)-kompatiblen
Vektoren pK7RWG2 und pK7FWG2 (Karimi et al., 2002, 2007) genutzt, um die verschiede-
nen für CDS-Proteine aus Arabidopsis kodierenden cDNAs als Fusionsproteine mit eGFP und
mRFP zu exprimieren. Die zu übertragende Region besteht aus einem in Pflanzen konstitutiven
Promotor des CaMV(Cauliflower Mosaic Virus), der Nukleotidsequenz für das jeweilige CDS-
Enzym und das Fluoreszenzprotein, sowie einer Genkassette, welche die Gensequenz für das
Enzym Neomycinphosphotransferase II enthält und Pflanzenzellen nach erfolgter Integration in
das Genom eine Resistenz gegen das Antibiotikum Kanamycin verleiht. Die CDS-Enzyme sind
nach der Expression der Gene an ihrem C-Terminus mit dem N-Terminus des fluoreszieren-
den Proteins fusioniert. Bei dem verwendeten eGFP handelt es sich um eine Abwandlung des
ursprünglichen GFPs (Chiu et al., 1996), bei mRFP (Campbell et al., 2002) um eine neuere
Variante des RFP, welche keine Oligomere bildet. Die oligomerbildende Form (DsRed) bietet
zwar den Vorteil einer stärkeren Fluoreszenz, kann jedoch zu Fehllokalisationen in der Zelle
führen (Campbell et al., 2002; Toews et al., 2004). Das Einschleusen der Konstrukt-DNA ge-
schah zum einen durch den Einsatz von genetisch modifizierten Agrobakterien (Zambryski,
1992; Gelvin, 2000) in Tabakzellen des Stammes BY2 (Nagata et al., 1992), in einem zwei-
ten Ansatz durch die Bombardierung von Epidermiszellen der Zwiebel (Allium cepa) mit mit
Konstrukt-DNA beschichteten Goldpartikeln (Finer et al., 1999). Die Nutzung verschiedener
Transformationssysteme, Fluoreszenzproteine und Organismen, sowie die Einbeziehung von
Daten aus Proteomstudien und Vorhersageprogrammen ist wichtig, um mögliche Fehler in der
Lokalisationsbestimmung zu vermeiden (Millar et al., 2009).
3.3.1 Transiente und stabile Expression in N. tabacum BY2 - Zellen
Die Tabakzellen-Suspensionskulturen wurden mit den transgenen Agrobakterien inokuliert und
unter dem Epifluoreszenzmikroskop untersucht. Bei der transienten Expression ist die eingangs
beschriebene T-DNA-Region nicht unbedingt in das Pflanzengenom integriert, sondern wird im
Cytosol exprimiert, dort jedoch nach einiger Zeit abgebaut. Da die Rate transformierter Zel-
len variierte und meist gering war, wurden für alle Ansätze auch stabil transformierte Kulturen
angelegt und analysiert, um die Ergebnisse weiter abzusichern. Zu diesem Zweck wurden die
Agrobakterien abgetötet und die Pflanzenzellen auf Selektionsmedium überführt, sodass nur
Pflanzenzellen mit integrierter Resistenzgenkassette weiter wachsen konnten. Die entspre-
chenden Zellen bilden unter den gewählten Bedingungen Kalluskulturen (Abbildung 3.18, B)
und können nach Prüfung mittels PCR (Abbildung 3.18, C) durch Überführung in Flüssigmedi-
um wieder zu Suspensionskulturen herangezogen werden.
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Abbildung 3.18: A: Zur Transformation der Tabakzellen wurden die Konstrukte aus den Vektoren pK7RWG2 und
pK7FWG2 (Karimi et al., 2002, 2007) verwendet. Die für die Arabidopsis-CDS kodierende cDNA ohne Stoppcodon
wurde so in den Vektor eingefügt, dass sie im gleichen Leserahmen mit der für eGFP bzw. mRFP kodierenden
Sequenz unter der Kontrolle des 35S-Promotors exprimiert werden konnte. Die Pfeile geben die ungefähre Lage
der für die in (C) gezeigte PCR verwendeten Oligonukleotide an. B: Stabil transformierte N. tabacum BY2 Kallus-
kulturen, die für die fluoreszenzmikroskopischen Analysen wieder in Suspensionskulturen überführt worden waren.
C: Nachweis der Transgene im Genom der Tabakkulturen durch PCR. CDS1_RFP: Primerpaar pK7F/CDS1intrev,
CDS4.1_RFP: Primerpaar pK7F/CDS4intrev, CDS5_eGFP: Primerpaar pK7F/CDS5intrev. WT: Nachweis der Spe-
zifität aller verwendeten Primerkombinationen durch PCR mit BY2-Wildtyp-DNA.
Die Fusionsproteine mit CDS4.1, CDS4.2 und CDS5 waren sowohl nach transienter als auch
stabiler Transformation in den BY2-Zellen nachweisbar (Abbildung 3.19; Abbildung 3.20). Die
transienten Expressionen lieferten erste Hinweise auf eine plastidäre Lokalisation der CDS4-
und CDS5-Isoform (Abbildung 3.19, E und F). Diese Ergebnisse wurden durch die Analysen
nach stabiler Expression bestätigt, die durch die große Menge an erhaltenen Zellen mit Fusi-
onsproteinen Gegenfärbungen mit dem mitochondrienspezifischen Fluoreszenzfarbstoff Mito-
tracker(TM) ermöglichten (Abbildung 3.19, B und C). Alle drei Proteine sind nach diesen Er-
gebnissen plastidär lokalisiert, was mit den in silico Vorhersagen übereinstimmt (Tabelle 3.2)
und bezüglich CDS5 auch mit experimentell gewonnenen Daten aus Proteomstudien, die eine
Lokalisation in der inneren Chloroplastenhüllmembran nachweisen konnten (Froehlich et al.,
2003; Heazlewood et al., 2005). Auch die hohe Sequenzähnlichkeit zwischen CDS4.1, CDS4.2
und CDS5, besonders im N-terminalen Bereich, welcher evtl. für ein Signalpeptid kodiert,
spricht für eine Lokalisation im gleichen Organell.
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Abbildung 3.19: Expression von Arabidopsis CDS-Genen als Fusionen mit mRFP oder eGFP in N. tabacum BY2
- Zellen. A bis D: Stabil mit dem CDS4.1_RFP-Konstrukt transformierte Kultur. A: Das RFP-Fluoreszenzsignal bei
Anregung von 568 nm (max) ist zu sehen. B: Dieselbe Zelle bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm (max),
um den Farbstoff Mitotracker green anzuregen, die Mitochondrien fluoreszieren grün. C: Die Bilder A und B sind
übereinander gelegt. Die roten Plastiden werden teilweise von grünen Mitochondrien überlagert. D: Ausschnittsver-
größerung von A. E: Plastidäre Lokalisation von CDS4.2_mRFP, transiente Expression, Anregungswellenlänge von
568 nm (max). F: Plastidäre Lokalisation von CDS5_eGFP, transiente Expression, Anregungswellenlänge von 488
nm (max). Alle Aufnahmen wurden unter dem Epifluoreszenzmikroskop erstellt (400fache Vergrößerung; Nikon).
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Abbildung 3.20: Subzelluläre Lokalisation der Arabidopsis CDS4.1 Isoform, die als Fusionsprotein mit eGFP in BY2-
Zellen durch transiente Expression produziert wurde. A: Anregung von eGFP erfolgte unter dem Konfokalmikroskop
(Leica) bei 488 nm und angeschaltetem Durchlicht. B: Zelle von (A) ohne Durchlicht.
Zur Lage der Enzyme CDS4.3, CDS1, CDS2.1 und CDS2.3 konnten mit den verwendeten
Vektoren auch bei stabil transformierten Kulturen keine Hinweise auf die subzelluläre Lokalisa-
tion erbracht werden. CDS4.3 unterscheidet sich durch eine zusätzliche vorhergesagte Trans-
membrandomäne von CDS4.1 und CDS4.2. Diese scheint einen Import in die Plastiden zu
verhindern oder in Kombination mit dem fluoreszierenden Protein zu einer ungünstigen Fal-
tung zu führen. In beiden Fällen würde das Fusionsprotein vermutlich rasch abgebaut werden.
Das Ergebnis stimmt mit dem der meisten Vorhersage-Programme überein, die im Gegen-
satz zu CDS4.1 und CDS4.2 keine eindeutigen Angaben zu einer möglichen Lokalisation von
CDS4.3 machen (siehe 3.1). Eventuell besitzen die CDS4-Isoformen eine duale Zielsteuerung
(Chabregas et al., 2003; Mackenzie, 2005; Carrie et al., 2009) , die durch eine alternative
Translationsinitiation (Kochetov and Sarai, 2004; Kochetov, 2005; Mackenzie, 2005) verwirk-
licht sein könnte. Ähnliches wird bei dem Enzym ScCDS1 aus S. cerevisiae vermutet (Shen
and Dowhan, 1996) und könnte auch für CDS2.1 und CDS2.3 der Fall sein, die sich eben-
falls nur durch den möglichen Translationsbeginn unterscheiden. Hinweise auf einen bevor-
zugten Startpunkt durch Analyse der die Start-AUGs umgebenden Sequenzen (Kozak, 1999,
2002) konnten weder bei CDS4 noch bei CDS5 entdeckt werden. Für die CDS1 kodierende
cDNA-Sequenz wurde als Alternativansatz das Vektorsystem pTRA eingesetzt (Vektor pTRA-
rfp zu Testzwecken freundlicherweise von Dr. T. Rademacher zur Verfügung gestellt). Bei dem
in diesem Vektor kodierten fluoreszierenden Protein handelt es sich um das zu Beginn be-
schriebene DsRed, mit stärkerer Fluoreszenz als mRFP. Außerdem enthält der Vektor eine
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virale Sequenz zur Verstärkung der Expression. Um die Expression und den intrazellulären
Transport des Fusionsproteins zu vereinfachen, wurden neben Vektoren mit der vollständigen
cDNA für CDS1 auch Vektoren mit trunkierten Sequenzen erstellt. Dies sollte jeweils zu einem
Protein mit weniger Transmembrandomänen führen. Abbildung 3.21 zeigt die Lokalisation des
vollständigen CDS1-Enzyms als Fusion mit DsRed. In der Zelle sind fluoreszierende Strukturen
zu erkennen, die nicht eindeutig Organellen zuzuordnen sind. Plastidär ist die Lokalisation of-
fenbar nicht, mitochondrial scheint sie ebenfalls nicht zu sein, da eine entsprechende Färbung
mit Mitotracker(TM) keine eindeutige Fluoreszenzüberlagerung zeigen konnte. Es könnte sich
um Ansammlungen von markiertem Protein im ER handeln, das nicht weitertransportiert wird.
Dies würde bedeuten, dass die Lokalisation des Proteins möglicherweise auch einem anderen
Kompartiment der Zelle zuzuordnen sein könnte. Die Deletionen hatten keinen Einfluss auf die
Expression und Lokalisation, sondern führten zum gleichen Ergebnis.
A B
Abbildung 3.21: Produktion von CDS1 als Fusion mit DsRed in zwei N. tabacum-BY2-Zellen (A, B). Zur Erstellung
wurde der Vektor pTRA-rfp zu Testzwecken verwendet, der freundlicherweise von Dr. T. Rademacher zur Verfügung
gestellt wurde. Die Aufnahmen wurden unter dem Epifluoreszenzmikroskop (Nikon) bei 400facher Vergrößerung
und einer Anregungswellenlänge von 568 nm (max) erstellt.
3.3.2 Transiente Expression in Zwiebel-Epidermiszellen
Die heterologe Expression von Arabidopsis-CDS-Genen in Zwiebelepidermiszellen wurde in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. I. Heilmann in Göttingen durchgeführt. Die Versu-
che bestätigten für CDS4.1 und CDS5 das Ergebnisse der Expression in Tabakzellen (Abbil-
dung 3.22, A und B), da sie ebenfalls Hinweise auf eine plastidäre Lokalisation lieferten. Für
CDS4.3 wurde keine Fluoreszenz detektiert. Bei CDS1 und CDS2 zeigte sich zwar eine RFP-
Expression (Abbildung 3.22, C und D) , die auf eine Lokalisation im ER und Cytosol hindeute-
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te, aber eine eindeutige Zuordnung war nicht möglich. Die Versuche müssten zur Absicherung
wiederholt werden.
A B
C D
Abbildung 3.22: Expression von Arabidopsis-CDS-Genen als Fusion mit mRFP/GFP in Zwiebelepidermiszellen. A:
CDS4.1_mRFP, B: CDS5_eGFP, C: CDS1_mRFP, D: CDS2_mRFP. Die Zellen wurden durch Beschuss mit an Gold-
partikeln gebundener Vektor-DNA transformiert. Die Aufnahmen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop (Nikon)
bei 400facher Vergrößerung und maximaler Anregungswellenlänge von 488 nm (A, C, D) bzw. 568 nm (B) erstellt.
3.3.3 Zusammenfassung
Die Bestimmung der subzellulären Lokalisation in Tabakzellen gelang für die Arabidopsis-
Proteine CDS4.1, CDS4.2 und CDS5. Alle sind plastidär lokalisiert und zwar in Übereinstim-
mung mit den Vorhersagedaten und für CDS5 mit experimentellen Hinweisen. Außerdem lie-
ferten heterologe Expressionsstudien in Zwiebelepidermiszellen für Fusionen mit CDS4.1 bzw.
CDS5 eine weitere Bestätigung der Ergebnisse. Somit sind die Daten auf mehreren Wegen
abgesichert, was gerade bei der Bestimmung von subzellulärer Lokalisation von Wichtigkeit
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ist (Millar et al., 2009), da z.B. der Fluoreszenzprotein-Tag eine Signalsequenz maskieren und
eine Lokalisation in einem zweiten Organell bewirken könnte (Carrie et al., 2009). Auch die
hier nicht beachteten untranslatierten Bereiche der Gene könnten einen Einfluss auf die Loka-
lisation haben, was ebenfalls untersucht werden sollte. Zudem wären Studien zur Bestimmung
der subzellulären Lokalisation in Arabidopsis-Zellen oder -Pflanzen sinnvoll. Dies könnte unter
Umständen auch die Lokalisation der Proteine CDS1, CDS2.1, CDS2.3, CDS3 und CDS4.3
aufklären. Erste Versuche mit Protoplasten waren bisher nicht erfolgreich. Die verfügbaren Da-
ten zu den subzellulären Lokalisationen sind noch einmal in Tabelle 3.2 zusammengestellt.
Tabelle 3.2: Informationen zur subzellulären Lokalisation der CDS-Enzyme aus Arabidopsis. - = keine Daten vor-
handen; * = durch weitere experimentelle Daten bestätigt (Froehlich et al., 2003; Heazlewood et al., 2005).
AtCDS subzelluläre Lokalisation
Vorhersage Fusionsprotein in Pflanzenzelle
CDS1 nicht eindeutig nicht eindeutig
CDS2.1 nicht eindeutig nicht eindeutig
CDS2.3 nicht eindeutig -
CDS3 tendenziell plastidär -
CDS4.1 plastidär plastidär
CDS4.2 plastidär plastidär
CDS4.3 nicht eindeutig -
CDS5 plastidär* plastidär*
3.4 Ausschalten der einzelnen CDS-Gene in A. thaliana
Soll die Funktion eines Proteins in einer Pflanze bestimmt werden, so kann das Ausschalten
des entsprechenden Gens erste Hinweise auf diese erbringen, wenn das Fehlen des funktio-
nalen Genproduktes eine feststellbare Veränderung in der Pflanze hervorruft. Man spricht hier
von reverser Genetik (Azperoz-Leehan and Feldmann, 1997). Um entsprechende Informatio-
nen über die CDS kodierenden Gene aus Arabidopsis zu erhalten, wurden zwei verschiedene
Verfahren eingesetzt. Zum einen wurden Pflanzenlinien analysiert, die eine T-DNA-Insertion in
den einzelnen CDS-Genen enthalten. Dabei bedient man sich eines Mechanismus des Bak-
teriums Agrobacterium tumefaciens, welches eigene DNA in das Genom von Pflanzenzellen
einschleusen kann (Zambryski, 1992; Tinland, 1996; Gelvin, 2000). Die Fremd-DNA kann an
fast jeder Stelle des Genoms der Pflanze eingebaut werden, jedoch gibt es Häufungen in aktiv
exprimierten Bereichen (Brunaud et al., 2002; Schneeberger et al., 2005). Die Nutzung dieser
Technik ist bewährt (Azperoz-Leehan and Feldmann, 1997; Krysan et al., 1999) und es gibt
große zugängliche Kollektionen von T-DNA-Linien, sodass für die meisten Gene mehrere Lini-
en verfügbar sind. Da die meisten verfügbaren Mutanten nicht genauer analysiert sind, muss
jede bestellte Linie hinsichtlich des Vorhandenseins und der Lage der Insertion überprüft wer-
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den. Hinweise auf eine mögliche Wirksamkeit der Insertion können Transkriptanalysen bieten,
bei denen getestet wird, ob das entsprechende Transkript noch nachweisbar ist. Zeigt sich eine
Auswirkung der Insertion in der Pflanze, muss nachgewiesen werden, dass dieser Phänotyp
auf die Mutation des zu untersuchenden Gens zurückzuführen ist (Krysan et al., 1999) und
nicht auf eine zweite Integration einer T-DNA in einem anderen Gen oder auf mögliche Um-
ordnungen eines ganzen Chromosoms durch die T-DNA-Integration (Nacry et al., 1998). Dies
kann durch eine Transformation der Pflanze mit dem entsprechenden Gen erzielt werden, wel-
che den Phänotyp nach erfolgreicher Expression nicht mehr aufweisen sollte.
Als alternative Methode zu den T-DNA-Linien sollten RNAi-Konstrukte eingesetzt werden, falls
keine T-DNA-Linie mit dem gewünschten Effekt zu erhalten war, weil die T-DNA beispielsweise
in einem Bereich liegt, der keinen Einfluss auf die Genexpression hat. Über den RNAi-Effekt
kann die Umsetzung von genetischer Information in ein Protein auf posttranskriptionaler Ebene
unterbunden werden (Hammond et al., 2001; Eamens et al., 2008). Bringt man Vektorkon-
strukte in die Pflanze ein, die die Nukleotidsequenz des auszuschaltenden Gens in sense-
und antisense- Orientierung enthalten, was zur Produktion doppelsträngiger mRNA führt, so
greift ein Abwehrmechanismus der Zelle ein, der sich evolutiv zum Schutz vor doppelsträngigen
RNA-Viren entwickelt hat. Die doppelsträngige mRNA wird durch Enzymaktivität von RNasen
in kleine Stücke zerlegt und induziert den Abbau von einzelsträngiger zelleigener mRNA mit
der gleichen Sequenz. Ein Einsatz dieser Technik führt allerdings häufig lediglich zu einer Re-
duktion des Genproduktgehaltes, bietet aber den Vorteil, dass man auch gezielt die Expression
mehrerer Gene gleichzeitig hemmen kann (Allen et al., 2004; Miki et al., 2005).
3.4.1 T-DNA Insertionsmutanten
Die vom Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) (Scholl et al., 2000) und dem Insti-
tut National de Recherche Agronomique (INRA; (Bechtold et al., 1993; Bouchez et al., 1993))
erhaltenen Samen wurden ausgesät und das Genom der Pflanzen mittels PCR und Gen-/T-
DNA-spezifischen Primern darauf untersucht, ob sie die entsprechenden T-DNA-Insertionen
auf beiden Chromosomen enthielten. Das Prinzip ist in Abbildung 3.23 veranschaulicht. Mit
den genspezifischen Primern RP und LP wird ein Bereich des Wildtypgens amplifiziert, wäh-
rend die lange T-DNA-Insertion im Gen eine Amplifikation unter den gewählten Bedingungen
verhindert. Der Nachweis des Mutantengens erfolgt mit dem T-DNA-spezifischen Primer LB in
Kombination mit einem genspezifischen. Während das Genom einer homozygoten Mutante in
der Regel nur mit dem RP/LB-Primerpaar ein Amplifikationsprodukt liefert, führt ein Wildtypge-
nom nur zu dem Produkt aus dem Primerpaar RP/LP und das einer heterozygoten Mutante zu
beiden PCR-Produkten. Waren nur heterozygote Pflanzen vorhanden, wurden diese geselbstet
und die nächste Generation analysiert. Bei den identifizierten homozygoten Linien wurde die
genaue Lage der jeweiligen T-DNA bestimmt.
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Abbildung 3.23: A: Lage der Primer zur Überprüfung der Integration einer T-DNA im gewünschten Gen. Die Primer
RP und LP binden innerhalb des Gens und flankieren die T-DNA, wenn diese integriert ist. Der Primer LB bindet
spezifisch in der T-DNA. Die Größe der T-DNA ist nicht maßstabsgetreu dargestellt. Ein PCR-Produkt wird mit der
Primerkombination LP/RP nur erhalten, wenn in dem betreffenden Gen keine T-DNA integriert ist. B: Ergebnis einer
PCR mit der genomischen DNA von zwei Pflanzen, um zu überprüfen, ob eine T-DNA-Insertion im interessierenden
Gen vorhanden ist. Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel (1%) im Vergleich zu einem Größenmarker
(M; 1kb-DNA-Leiter, Fermentas) aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht detektiert. Für beide
Pflanzen wurde jeweils die Primerkombination LP/RP (a) und LB/RP (b) verwendet. Bei der ersten Pflanze handelt
es sich um eine heterozygote Linie (HZ), die in einem Allel die Insertion trägt, im zweiten jedoch nicht, sodass
auch ein PCR-Produkt für das Wildtypgen nachweisbar ist (a). Die zweite Pflanze (HM) ist homozygot bezüglich der
T-DNA-Insertion. Hier ist nur die Insertion nachweisbar (b).
Dazu wurde der Übergangsbereich von T-DNA zur genomischen DNA (Abbildung 3.23, A)
amplifiziert und sequenziert. Die Informationen über die auf diese Weise analysierten homozy-
goten Linien sind in Abbildung 3.24 und 3.25 zusammengestellt.
Die Linie cds1_a (SALK_001496) enthält eine Insertion am Übergang von Exon 10 zu Intron 10
und die Linie cds1_b (SALK_088268) einen so genannten inverted repeat, also zwei T-DNAs
an derselben Position in entgegengesetzter Orientierung, im untranslatierten 5´-Bereich. Die T-
DNA in cds2_a (SALK_106246) und die inverted repeat-Insertion von cds2_c (SALK_011704)
befinden sich ebenfalls im untranslatierten 5´ Bereich, während bei cds2_b (SALK_099882)
die T-DNA in Exon 3 liegt.
Die Linie cds4_a (SALK_115705) trägt eine Insertion als inverted repeat am Ende des ers-
ten Exons, cds4_b (CSHL_ET21) eine Insertion im untranslatierten 5´ Bereich und cds4_c
(SALK_058892) ist für die CDS4.3 kodierende Sequenz am Beginn des ersten Exons loka-
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lisiert, für die CDS4.1 und cDS4.2 kodierenden Sequenzen jedoch im untranslatierten 5´ Be-
reich. Die Insertionslinie cds5_a (FLAG_568C12) enthält eine T-DNA im ersten Exon von CDS5
(Abbildung 3.24 und 3.25).
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Abbildung 3.24: Übersicht über die Lage der analysierten T-DNA Insertionen im CDS1- und CDS2-Gen. cds1_a:
SALK_001496, cds1_b: SALK_088268; cds2_a: SALK_106246, cds2_b: SALK_099882, cds2_c: SALK_011704.
Schwarze Kästen stellen die Exons und Linien die Introns dar. ATG: Startcodon, TAG: Stoppcodon.
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Abbildung 3.25: Übersicht über die Lage der analysierten T-DNA Insertionen im CDS4- und CDS5-Gen. cds4_a:
SALK_115705, cds4_b: CSHL_ET21, cds4_c: SALK_058892; cds5_a: FLAG_568C12. Schwarze Kästen stellen
die Exons, Linien die Introns dar. ATG: Startcodon, TGA: Stoppcodon.
Um zu bestimmen, ob die T-DNA-Insertionen sich bereits auf der Transkriptionsebene be-
merkbar machen, wurde aus homozygoten T-DNA-Insertionslinien RNA isoliert und zunächst
auf ihre Qualität überprüft. Wie in Abbildung 3.26 (A) beispielhaft gezeigt, bilden 28S-rRNA und
18S-rRNA scharfe Banden im Verhältnis 2:1, die RNA ist also nicht degradiert und weitgehend
frei von DNA und Proteinen, was wichtig für qRT/RT-PCR-Anwendungen ist (Fleige and Pfaffl,
2006).
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Abbildung 3.26: A: Kontrolle der verwendeten RNA auf einem Agarosegel (1%, TAE-Puffer). B: Um die Transkription
der einzelnen Arabidopsis CDS-Gene im Tagesverlauf zu bestimmen, wurde Blattmaterial zur RNA-Präparation zu
verschiedenen Tageszeiten geerntet und sofort schockgefroren. Die Transkriptmengen wurden mittels Realtime-
PCR anhand von cDNA bestimmt.
Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. Die
Reverse Transkriptase stammt ursprünglich aus bestimmten Viren und ermöglicht diesen die
Vermehrung im Wirtsgenom (Whitcomb and Hughes, 1992). Als Primer dienten zufällig zu-
sammengesetzte Nonanukleotide. Die anschließende PCR wurde mit genspezifischen Primern
durchgeführt. Um die Transkription der Arabidopsis Gene CDS1, CDS2, CDS4 und CDS5
im Tagesverlauf und damit den besten Zeitpunkt für eine Ernte zu bestimmen, falls die Ge-
ne nicht konstitutiv exprimiert werden sollten, wurde eine Transkriptanalyse über eine so ge-
nannte Realtime-PCR durchgeführt. Mit dieser Methode kann über den Einbau eines Fluo-
reszenzfarbstoffes die Menge an gebildetem Transkript gemessen werden (Heid et al., 1996;
Livak and Schmittgen, 2001). Dazu wurde als Matrize cDNA von Arabidopsis Wildtyppflan-
zen (Col-0) verwendet, die aus zu verschiedenen Tageszeiten geernteten Blattproben stammte
und freundlicherweise von M. Jaskiewicz zu Verfügung gestellt wurde. Diese Analysen zeigten,
dass die Expression von CDS5 im Vergleich zu Expressionsdaten aus Datenbanken (Zim-
mermann et al., 2005) viel höher liegt. Außerdem scheint Licht die Expression nicht nur von
CDS1 (Zimmermann et al., 2005), sondern auch von CDS4 und CDS5 zu steigern. Die Ern-
te von Blättern für die Transkriptanalysen der T-DNA-Mutante wurde daraufhin am Nachmittag
nach einer 6 stündigen Belichtung durchgeführt, um Proben mit maximalen Transkriptgehalten
zu verwenden. Bei den Insertionslinien cds1_a, cds2_a cds2_b und cds2_c waren Transkripte
nachweisbar (Abbildung 3.27). Für cds2_c zeigten RT-PCR und Realtime-PCR allerdings, dass
die Transkriptmenge offenbar stark verringert ist (siehe Diplomarbeit Anne Charlet). Für die Mu-
tanten cds1_b und cds4_a waren keine Transkripte mehr nachweisbar. Bei der Mutante cds5_a
zeigte sich, dass ein gespleißtes Transkript gebildet wird, welches jedoch eine T-DNA-Insertion
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im ersten Exon trägt. Für cds4_b und cds4_c stehen die entsprechenden Untersuchungen
noch aus. Alle Pflanzenlinien wurden herangezogen und vermehrt, aber zeigten keinerlei sicht-
baren Phänotyp im Vergleich zum Wildtyp. Daraus lässt sich zum einen schließen, dass die
Pflanzen auch auf Proteinebene keine Beeinträchtigung aufweisen, was durch den Nachweis
der Transkripte nicht ausgeschlossen sein müsste, da keine kompletten Transkripte, sondern
nur Teilstücke betrachtet wurden. Zum anderen bedeutet die Beobachtung des unveränderten
Wachstums, dass der Verlust der Genprodukte von CDS1, CDS4 und CDS5 jeweils durch ein
anderes oder mehrere der Genfamilie kompensiert wird.
M 1 2 53 4 6 7 8 9 10 11 12
cds1b_2a cds1b_2b cds1b_2a cds1b_2b WT-DNA A. dest.
Abbildung 3.27: Transkriptanalyse der Doppelmutanten cds1_b x cds2_a und cds1_b x cds2_b durch RT-PCR. Die
PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel (2%) im Vergleich zu einem Größenmarker (M; 50bp-DNA-Leiter, Fer-
mentas) aufgetrennt, mit Ethidiumbromid gefärbt und unter UV-Licht detektiert. Die Spuren 1-4 enthielten Ansätze
mit der Primerkombination, die spezifisch für CDS1 ist, die Spuren 5-8 Ansätze mit einem Paar von spezifischen
Primern für CDS2. In den Ansätzen der Spuren 1, 3, 5 und 7 war keine Reverse Transkriptase enthalten, um auszu-
schließen, dass noch Reste genomischer DNA vorhanden sind. Ansätze mit cDNA aus der Doppelmutante cds1_b
x cds2_a sind in den Spuren 1/2 und 4/5 aufgetragen, aus der Doppelmutante cds1_b x cds2_b in den Spuren
3/4 und 5/6. Die cDNA aus beiden Doppelmutanten führte bei Verwendung der CDS1-spezifischen Primer nicht
zu einem Produkt, Transkripte von CDS1 waren also nicht mehr nachweisbar. Wurden CDS2-spezifische Primer
verwendet, so waren in beiden Mutanten Transkripte detektierbar. Die Spuren 9 und 10 enthielten die Positivkon-
trollen, also Ansätze mit Wildtyp-DNA und je einem Primerpaar, die zur Amplifikation von genomischer Sequenz mit
Introns von CDS1 (9) bzw. CDS2 (10) führten. In den Spuren 11 und 12 waren die Negativkontrollen von beiden
Primerkombinationen ohne DNA aufgetragen.
Dies ist auch für die Pflanzen nicht auszuschließen, die auf Transkriptionsebene keine kom-
plette Hemmung zeigten. Deshalb wurden durch Kreuzungen Doppelmutanten erstellt, für die
jeweils zwei Insertionslinien kombiniert wurden, welche einander mit hoher Wahrscheinlichkeit
kompensieren könnten. Als Doppelmutanten für die putativ mikrosomalen Enzyme kodieren-
den Gene CDS1 und CDS2 wurden die Linien cds1_a x cds2a, cds1_a x cds2_b und cds1_a
x cds2_c erstellt (Tabelle 3.3). Für die Gene CDS4 und CDS5, die beide plastidär lokalisierte
Enzyme kodieren, wurden die Linien cds4_a x cds5_a und cds4_c x cds5_a, erzeugt (Tabel-
le 3.3). Pflanzen, die nach der Kreuzung die beiden T-DNA-Insertionen enthielten, wurden ge-
selbstet und die Nachfolgegeneration wurde nach homozygoten Doppelmutanten mittels PCR
abgesucht. Die Nachkommen der Linien cds1_b x cds2_c und cds4_c x cds5_a konnten noch
nicht analysiert werden.
Bei den homozygoten Doppelmutanten für CDS1 und CDS2 zeigten sich keine sichtbaren
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Phänotypen. Anscheinend ist das Genprodukt von CDS2 weder auf Transkriptions- noch auf
Protein-Ebene durch die Insertion beeinträchtigt und kann somit die Inaktivierung von CDS1
kompensieren. Doppelmutanten, in denen beide Gene vollständig inaktiviert wurden, werden
zeigen, ob diese Annahme korrekt ist, oder ob auch andere CDS-Gene einen Defekt in CDS1
und CDS2 kompensieren können. Die Doppelmutante cds4_a x cds5_a, die die Gene für die
plastidär lokalisierten Iso-Enzyme betrifft, zeigte einen deutlichen Phänotyp. Dessen Beschrei-
bung und Analyse wird im Abschnitt 3.5 ausgeführt.
Tabelle 3.3: Übersicht der analysierten T-DNA-Insertionslinien, siehe auch Abbildung 3.24 und 3.25. Die Positio-
nen wurden durch Sequenzierung von PCR-Produkten und die Transkriptgehalte mittels RT- oder Realtime-PCR
bestimmt. Inverted repeat: Integration von zwei T-DNAs an der selben Position in entgegengesetzter Orientierung.
Einfachmutanten
Gen Mutante Acc.-Nummer Position Transkripte
cds1 a SALK_001496 Übergang Exon 10 / Intron 10 nachweisbar
cds1 b SALK_088268 5´UTR, inverted repeat nicht nachweisbar
cds2 a SALK_106246 5´UTR nachweisbar
cds2 b SALK_099882 Exon 3 nachweisbar
cds2 c SALK_011704 5´UTR, inverted repeat deutlich reduziert
cds4 a SALK_115705 Ende von Exon 1, inverted repeat nicht nachweisbar
cds4 b CSHL_ET21 5´UTR nicht getestet
cds4 c SALK_058892 Exon 1 (CDS4.3) / 5´UTR (CDS4.1/2) nicht getestet
cds5 a FLAG_568C12 Exon 1 aberrant
Doppelmutanten
Kreuzung Phänotyp
cds1_b x cds2_a nein
cds1_b x cds2_b nein
cds1_b x cds2_c nicht untersucht
cds4_a x cds5_a ja
cds4_c x cds5_a nicht untersucht
3.4.2 RNAi
Da für das Arabidopsis-Gen CDS3 keine T-DNA Insertionsmutanten zur Verfügung standen
und nicht für alle untersuchten Linien eine vollständige Ausschaltung des Gens nachweisbar
war, wurden entsprechende RNAi-Konstrukte erstellt. Für die Gene CDS1, CDS2 und CDS3
wurde jeweils der offene Leserahmen und eine Sequenz des untranslatierten Bereiches in den
Vektor pWatergate (CSIRO (Wesley et al., 2001)) gebracht. Während der relativ große offe-
ne Leserahmen ob der Sequenzähnlichkeiten auch die Expression der anderen CDS-Gene
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hemmen kann, bieten die untranslatierten Bereiche die Möglichkeit, gezielt ein Gen einer Gen-
familie auszuschalten, da diese nicht im gleichen Maße wie die offenen Leserahmen konser-
viert sind (Miki et al., 2005). Das Gen CDS3 wird laut Datenbankinformationen (Zimmermann
et al., 2005) fast ausschließlich in Pollen und Wurzelhaaren exprimiert, daher wurde der in
Blättern aktive lichtinduzierte AtSSU-Promotor des verwendeten Vektors durch den pollenspe-
zifischen konstitutiven LAT52-Promotor (Twell et al., 1991) ausgetauscht. Da die CDS1- und
CDS2-Isoenzyme vermutlich kompensatorische Funktion haben, wurden außerdem Konstruk-
te erstellt, die darauf abzielen, beide Gene gleichzeitig auszuschalten. Das eine Konstrukt ent-
hält einen kurzen Bereich mit hoher Sequenzübereinstimmung zwischen den Genen, was zu
einer effizienteren Hemmung beider Gene führen könnte (Miki et al., 2005). Alternativ wurden
die beiden Sequenzen der untranslatierten Bereiche über SOE-PCR aneinander gefügt und in
einen geeigneten Vektor gebracht. Die Arabidopsispflanzen wurden mit Hilfe von Agrobakteri-
en transformiert und die Nachkommen auf das Vorhandensein des Transgens über Resistenz
gegen ein Antibiotikum selektiert. Nach zusätzlicher Überprüfung mittels PCR wurden die Tran-
skriptgehalte mit Hilfe von RT- oder Realtime-PCR bestimmt. Diese Arbeiten wurden von Anne
Charlet im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgeführt. Erfolgreich konnten bisher Pflanzen mit
RNAi-Konstrukten für CDS1 und CDS2 transformiert werden. Bei den selektierten Pflanzen
zeigte sich, dass einige offenbar einen deutlich erniedrigten Gehalt der entsprechenden Tran-
skripte aufweisen. Eine Überprüfung der Nachkommen dieser Pflanzen werden zeigen, ob das
Merkmal stabil vererbt wird.
3.4.3 Zusammenfassung
Für die Gene CDS1, CDS2, CDS4 und CDS5 standen Samen von T-DNA-Insertionslinien
zur Verfügung und es konnten homozygote Pflanzen herangezogen werden. Bei der Analy-
se der Transkriptgehalte waren für cds1, cds4 und cds5 keine oder nur aberrante Transkripte
nachweisbar. Für cds2 konnte eine Linie mit erniedrigten Transkriptgehalten identifziert werden
(siehe Diplomarbeit A. Charlet). Ein vom Wildtyp abweichender Phänotyp konnte allerdings bei
keiner der Linien beobachtet werden. Doppelmutanten für cds1_a_cds2_a und cds1_a_cds1_b
zeigten ebenfalls keinen Phänotyp. Die Doppelmutante für cds4_a_cds5_a dagegen wies einen
drastischen Phänotyp auf und wurde näher untersucht, was im nächsten Abschnitt beschrieben
ist. Weitere Doppelmutanten sind in Arbeit. Da für CDS3 keine T-DNA-Insertionslinie zur Ver-
fügung stand und um eine Ausschaltung von CDS2 zu ermöglichen, wurden erfolgreich RNAi-
Konstrukte erstellt und transgene Pflanzen mit reduzierten CDS2-Transkriptgehalten identifi-
ziert (A. Charlet).
3.5 Analyse der cds4_a_cds5_a-Doppelmutante
Die T-DNA-Insertionslinie cds4a_cds5a weist einen deutlichen Phänotyp auf, sie ist durch ihre
blassgrünlich gelbe Färbung leicht vom Wildtyp zu unterscheiden (Abbildung 3.28). Sie benöti-
gen Zucker für ihr Wachstum, aber wie in Abbildung 3.28 zu sehen, wachsen die Pflanzen der
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Mutante selbst auf Saccharose-haltigem Medium langsamer als der entsprechende Wildtyp, bei
dem es sich um ein Kreuzungsprodukt aus den Ökotypen Columbia (Col-0) und Wassilewskijia
(Wass) handelt. Sät man die Mutantenpflanzen auf normaler Erde aus, so keimen sie aus, die
Keimblätter richten sich jedoch nicht zum Licht hin aus, ergrünen nicht und die Pflanzen sterben
rasch ab, wenn sie nicht auf Saccharose-haltiges Medium überführt werden. Auch wenn man
größere Doppelmutanten-Pflanzen auf Erde transferiert, überleben sie nur kurze Zeit (Abbil-
dung 7.10). Der Pigmentgehalt beträgt 20 Prozent des Wildtypgehaltes, wobei das Chlorophyll
a/b -Verhältnis erhöht ist. Dies deutet auf Defekte in den Reaktionszentren und in noch stärke-
rem Maße in den Lichtsammelkomplexen der Photosysteme hin. Unter sterilen Bedingungen
und heterotropher Nahrungsversorgung, konnten die Pflanzen bis zur Blüte gebracht werden,
reife Samen bildeten unter den getesteten Bedingungen jedoch auch die Wildtyppflanzen nicht
aus, was vermutlich durch die hohe Luftfeuchtigkeit in dem System bedingt war. Eine in plan-
ta Transformation der Doppelmutante mit Agrobakterien zur Komplementation des Phänotyps
durch Überexpression von CDS4 bzw. CDS5 war also nicht möglich.
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Abbildung 3.28: Phänotyp der homozygoten Arabidopsis cds4a_cds5a Doppelmutante. A: Eine Woche alte Keim-
linge nach Selbstung einer heterozygoten Pflanze. Die Kultivierung erfolgte auf MSG-Medium mit 3 Prozent Sac-
charose. Die Mutanten sind leicht an den hellgelben bis blassgrünen Blättern zu erkennen. B: Nahaufnahme eines
Wildtyp (links) und eines Mutanten-Keimlings (rechts). Die Mutante ist deutlich weniger weit entwickelt. C: Blühen-
de Mutantenpflanze im Alter von etwa 8 Wochen. Unter den gewählten Bedingungen im geschlossenen sterilen
System auf MSG-Nährmedium bildeten weder Wildtyp- noch Mutantenpflanzen Schoten.
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Um die Komplementation des Phänotyps dennoch durchführen zu können und damit nach-
zuweisen, dass der Verlust des photoautotrophen Wachstums auch definitiv auf die beiden T-
DNA-Insertionen zurückzuführen ist, wurden Mutanten zur Transformation verwendet, welche
für jeweils eine der Insertionen heterozygot und für die andere homozygot waren. Diese Mu-
tanten wuchsen und entwickelten sich wie Wildtyppflanzen. Demnach reicht ein intaktes Allel
von CDS4 oder CDS5 aus, um ausreichende CDS-Aktivitäten in den Plastiden bereitzustellen.
Durch Antibiotika-Selektion und PCR-Analysen wurden die transgenen und zugleich doppelt
homozygoten Pflanzen selektiert. Die Transformation ist für die Konstrukte pH7WG2_CDS5
und pK7FWG2_CDS4.1 gelungen. Ersteres resultiert in einer Hygromycin-resistenten Pflan-
ze, die CDS5 überexprimiert, letzteres in einer Kanamycin-resistenten, die Fusionsproteine
aus CDS4.1 und einem C-terminal angehängtem eGFP produziert. Das Konstrukt pK7FWG2_
CDS4.1 wurde bereits für die Lokalisationsbestimmung eingesetzt. Die Nachkommen der mit
den entsprechenden transgenen Agrobakterien behandelten Pflanze wurden mittels PCR auf
eine erfolgreiche Transformation hin überprüft, weil der Vektor pK7FWG2 die gleiche Resis-
tenzkassette wie die bereits in der Mutante vorhandenen T-DNAs besitzt. Da lediglich eine
Transformationsrate von etwa fünf Prozent zu erwarten war (Clough and Bent, 1998), erfolg-
te eine Analyse von Proben, die DNA mehrerer Pflanzen enthielten. Bei einem positiven Si-
gnal (Abbildung 3.29) wurden die zu der Probe gehörenden Pflanzen einzeln untersucht, um
die transgene Pflanze zu identifizieren. Nach Selbstung dieser Mutanten wurden durch PCR-
Analysen Pflanzen ermittelt, die die CDS4.1-T-DNA enthielten und doppelt homozygot für die
T-DNA-Insertionen in den Genen CDS4 und CDS5 waren.
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Abbildung 3.29: Identifikation von Pflanzen mit integrierter T-DNA nach Transformation mit dem Vektorkonstrukt
pK7FWG2_CDS4.1. Gezeigt ist die Auftrennung von PCR-Produkten in einem 1%igen Agarosegel im Vergleich zu
einem Größenstandard (Spur M, 1kb-DNA-Leiter, Fermentas). Jede Probe enthielt DNA aus mehreren Pflanzen.
Die Bande in Spur 7 zeigt das Vorhandensein der entsprechenden T-DNA, welche die für das Fusionsprotein ko-
dierenden Sequenzen unter Kontrolle des 35S-Promotors enthielt, an. Die Pflanzen-DNAs dieser Probe wurden
daraufhin weiter untersucht.
In Abbildung 7.10 ist die Komplementation des Doppelmutantenphänotyps durch CDS4.1-
eGFP zu sehen. Die Pflanzen können autotroph auf Erde wachsen und normal vermehrt wer-
den, weisen jedoch einen verringerten Pigmentgehalt von 50-60 Prozent im Vergleich zum
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Wildtyp auf. Dieses Ergebnis könnte zum einen darauf zurückzuführen sein, dass das eGFP
die Aktivität oder Stabilität des CDS4.1 Proteins beeinträchtigt. Ein anderer Grund könnte eine
ungünstige oder unvollständige Integration der T-DNA in das Genom sein, bei der evtl. auch
Teile der Sequenz beschädigt worden sein könnten (Tinland, 1996; Lacroix et al., 2006). Mögli-
cherweise ist für eine vollständige Komplementation neben CDS4.1 das Enzym CDS4.2 erfor-
derlich, das nicht durch die cDNA kodiert wird und somit nicht vorhanden ist.
A
B C D
Abbildung 3.30: Vergleich von cds4_a_cds5_a Doppelmutante und Wildtyp mit der teilweise komplementierten
cds4_a_cds5_a-Doppelmutante, die ein chimäres Konstrukt unter Kontrolle des 35S-Promotors exprimiert, was
zu einem Fusionsprotein aus CDS4.1 und eGFP führt. mit der Doppelmutante und dem Wildtyp. A: Wachstum
von Doppelmutante (links), komplementierter Mutante (Mitte) und Wildtyp (rechts) auf Saccharose-haltigem MSG-
Medium. Die Pflanzen sind etwa drei Wochen alt. B: Doppelmutante drei Tage nach dem Transfer auf unbehandelte
Erde. C/D: Komplementierte Doppelmutante (C) und Wildtyp (D) zwei Wochen nach dem Transfer auf unbehandelte
Erde.
Bei den mit dem Konstrukt pH7WG2_CDS5 transformierten heterozygoten Mutanten konn-
ten die transgenen Pflanzen über eine Hygromycinresistenz selektiert werden (Harrison et al.,
2006), was die Identifikation erfolgreich transformierter Nachkommen erleichterte. Die selek-
tierten Pflanzen wurden per PCR auf die Integration des gewünschten Transgens in das Ge-
nom und, wie für das andere Konstrukt beschrieben, auf das homozygote Vorhandensein der
T-DNA-Insertionen in CDS4 und CDS5 überprüft. Bei den positiv getesteten transgenen Dop-
pelmutanten zeigte sich im Gegensatz zum Komplementationsversuch mit CDS4.1_eGFP eine
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vollständige Kompensation des Verlustes der Genprodukte von CDS4 und CDS5. Wie in Ab-
bildung 3.31 dargestellt wuchsen die transgenen Pflanzen auf Erde, gleich schnell wie der
Wildtyp und wiesen den gleichen Pigmentgehalt auf. Nach Selbstung waren in der nächsten
Generation alle Pflanzen homozygote Doppelmutanten in Bezug auf CDS4 und CDS5. Alle
Pflanzen bei denen die Integration des 35S-CDS5-Konstruktes nachweisbar war, sahen aus
wie Wildtyp-Pflanzen, diejenigen ohne diese Integration zeigten den für die Doppelmutante ty-
pischen Phänotyp. Transformationsversuche mit bereits erstellten Konstrukten, die Sequenzen
enthalten, welche für eine Fusion aus CDS5 und eGFP, sowie für CDS4.1 ohne eGFP kodie-
ren und mit entsprechenden Konstrukten für CDS4.2 und CDS4.3, werden Hinweise auf den
Grund für die unvollständige Komplementation durch das Konstrukt pK7FWG2_CDS4.1 liefern.
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Abbildung 3.31: Vergleich des Wildtyps mit der komplementierten cds4_a_cds5_a-Doppelmutante, die ein Konstrukt
unter Kontrolle des 35S-Promotors exprimiert, was zur Produktion des CDS5-Proteins führt. A/B: Wachstum der
komplementierten Mutante (A) und des Wildtyps (B), die 4 Wochen auf Saccharose-haltigem MSG-Medium kultiviert
wurden. C/D: Komplementierte Doppelmutante (C) und Wildtyp (D) zwei Wochen nach dem Transfer auf Erde. Die
komplementierten Pflanzen unterscheiden sich bezüglich des Erscheinungsbildes und des Wachstums nicht vom
Wildtyp.
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3.5.1 Transkriptanalyse mittels RT-PCR und realtime-RT-PCR
Wie bei den Einfachmutanten bereits beschrieben, scheint bei der Insertionslinie cds4_a die
Expression von CDS4 schon auf Transkriptionsebene ausgeschaltet zu sein (Abbildung 3.32,
B). Die Transkription von CDS5 in der Mutante cds5_a war nachweisbar, allerdings enthielt
das gespleißte Transkript Teile der T-DNA. Somit ist es wahrscheinlich, dass die Mutante kein
funktionales CDS5-Protein produzieren kann, eventuell jedoch eines mit eingeschränkter Ak-
tivität, was mit dem Phänotyp vereinbar wäre, da die Mutante noch leicht grünlich ist. Analy-
siert man die Transkripte der Doppelmutante in Bezug auf CDS4 und CDS5, so erhält man
bezüglich CDS5 dasselbe Ergebnis. Bei der Verwendung von Primern für den Nachweis von
CDS4-Transkripten war eine Bande nachweisbar, die in der Einfachmutante nicht auftritt. Eine
Sequenzierung ergab, dass es sich um eine gespleißte von CDS5 kodierte Sequenz handelt,
da die eigentlich CDS4-spezifischen Primer unspezifisch in der CDS5-Sequenz hinter der T-
DNA-Insertion binden (Abbildung 3.32). Da diese unspezifische Bande in der Einfachmutante
nicht auftritt, deutet dies auf eine erhöhte Transkription des Gens CDS5 hin. Dies konnte in ei-
ner Realtime-PCR bestätigt werden. Daraus lässt sich die Vermutung ableiten, dass ein Verlust
der CDS4-Expression und eines voll funktionsfähigen CDS5-Proteins zu einer Heraufregulie-
rung der Expression führt, weil in der Doppelmutante soviel cds5-Transkript gebildet wird, dass
es sich mit den unspezifischen Primern nachweisen lässt.
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Abbildung 3.32: Transkriptanalyse der Doppelmutante cds4_a_cds5_a. A: Lage der in B verwendeten Primer im
Vergleich zu den Insertionsstellen der jeweiligen T-DNA, wobei LB den linken Grenzbereich anzeigt. Schwarze Käs-
ten stellen die Exons, Linien dazwischen Introns dar. Mit ATG ist das Startcodon gekennzeichnet. Der weiße Kasten
am Anfang von Exon 2 bei cds4 verdeutlicht den unterschiedlichen Bereich der Formen CDS4.1 und CDS4.2 im rei-
fen Transkript. Die grauen Pfeile bei cds5 markieren die unspezifischen Bindestellen der cds4-Primer. B: Ergebnisse
der RT-PCR. Eingesetzte cDNA von Wildtyppflanzen (WT) führt zu PCR-Produkten bei allen drei Primerkombina-
tionen. Die Doppelbande im oberen Bild resultiert aus den alternativ gespleißten CDS4-Transkripten, die CDS4.1
und CDS4.2 kodieren. Das mit den Primern cds4_fw/rev erhaltene PCR-Produkt in der cDNA-Probe der homozy-
goten cds4_a_cds5_a Doppelmutante (cds4_5) war etwas größer als das Produkt im Wildtyp. Eine Sequenzierung
ergab, dass es sich um ein unspezifisches Produkt aus aberranten cds5-Transkripten handelte. Bei der cDNA der
komplementierten Doppelmutante (kompl) wies das mit cds4_fw/rev erhaltene Produkt die gleiche Größe und Se-
quenz auf, wie das entsprechende in der oberen Wildtypbande. Die Primer cds2_fw/rev dienten zur Kontrolle der
cDNA-Qualität.
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Ein weiterer interessanter Punkt ist das Vorhandensein des CDS4.2-Transkriptes. Dieses
bestätigt die Datenbankinformationen und den eventuellen Zusammenhang zur nicht vollstän-
digen Komplementation der homozygoten Doppelmutante durch CDS4.1. Welche Rolle das
erste Startcodon des CDS4-Gens in vivo spielt, muss durch weitere Untersuchungen geklärt
werden.
3.5.2 Ultrastruktur
Zur Aufklärung möglicher durch die Ausschaltung der Gene CDS4 und CDS5 verursachte Ver-
änderungen der Ultrastrukturen wurden Blätter von homozygoten cds4_a_cds5_a Mutanten
und Wildtyp-Pflanzen geerntet und eingebettet. Die hergestellten Mikrotomschnitte wurden an-
schließend mit einem Transmissionselektronenmikroskop untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3.33 zusammengestellt. Wildtyp und Doppelmutante unterscheiden sich deutlich in
ihrem Aussehen auf ultrastruktureller Ebene. Bei der Doppelmutante ist auffällig, dass die Chlo-
roplasten zwar von der Größe her ähnlich zu denen des Wildtyps sind, jedoch überwiegend
eine andere Form besitzen. Zudem ist die Anzahl der Thylakoidmembranen und damit deren
Gesamtoberfläche stark reduziert, die Anzahl an Membranen pro Granum ist dagegen kaum
beeinträchtigt. Bei einigen Chloroplasten ist auch die Lage der Thylakoide im Chloroplasten
sehr ungeordnet. Die Mitochondrien und anderen Organellen sehen dagegen in Wildtyp und
Mutante gleich aus. Zwar besitzen Pflanzen der Arabidopsismutante mit einem defekten PGP1
Gen (Hagio et al., 2002; Babiychuk et al., 2003) einen Phänotyp, der dem der cds4_a_cds5_a
Mutanten sehr ähnlich ist, jedoch ist die Bildung von Thylakoidmembranen in den pgp1 Pflan-
zen stärker beeinträchtigt als in den cds-Doppelmutanten.
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Abbildung 3.33: Ultrastruktur der Chloroplasten von homozygoten cds4_a_cds5_a Doppelmutanten (A,C,E,G) und
Wildtyppflanzen (B,D,F,H). A/B/C/D: Chloroplasten von Mesophyllzellen. C/D: Thylakoidmembranen der Chloroplas-
ten. E/F: Mitochondrium mit benachbartem Chloroplast.
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3.5.3 Analyse der Glycerophospholipidmuster von cds - Doppelmutanten und
Wildtyp-Pfplanzen nach in vivo Phosphat-Markierung
Um Veränderungen des Phospholipidmusters festzustellen, wurden Pflanzen der homozygoten
Doppelmutante cds4_a_cds5_a und des Wildtyps herangezogen und deren Glycerophospholi-
pide durch Zugabe radioaktiv markierten Phosphates ins Medium in vivo markiert. Die Gesamt-
lipide wurden extrahiert und der Gehalt an markiertem Phosphat der Extrakte im Szintillations-
zähler (Beckman-Coulter) gemessen. Dies ist in Tabelle 3.4 zusammenfassend dargestellt.
Tabelle 3.4: Daten zur in vivo-Markierung der Phospholipide von Arabidopsis-Pflanzen. Die Mengen an radioakti-
vem Phosphat in den Extrakten wurden nach Lipidextraktion im Szintillationszähler bestimmt. Als Medium wurde
phosphatfreies flüssiges MSG mit 3 Prozent Saccharose verwendet. HM: Homozygote cds4a_cds5a Mutante; WT:
Wildtyp.
Pflanze: HM1 HM2 WT1 WT2 HM3 HM4 WT3
Inkubation(Stunden): 18 18 18 18 40 40 40
Appliziert(MBq): 1,85 1,85 3,7 3,7 1,85 1,85 3,7
Medium(ml): 1 1 2 2 1 1 2
Frischgewicht(g): 0,15 0,26 0,59 0,60 0,28 0,08 0,46
MBq im Extrakt: 0,10 0,12 0,25 0,25 0,21 0,05 0,34
Aufnahme (Prozent pro g FG): 29,7 25,0 22,8 22,7 40,0 36,3 39,6
Gleiche Mengen an markierten Lipiden wurden daraufhin dünnschichtchromatographisch
aufgetrennt. Die Phospholipide konnten anhand der abgegebenen Strahlung detektiert wer-
den, was in einem Bioimager (FLA 3000 Raytest) visualisiert wurde. Durch das Besprühen
der DC-Platte mit Phosphatidreagenz, wurden nichtmarkierte, co-chromatographierte Stan-
dardsubstanzen sichtbar gemacht, was eine eindeutige Identifizierung der Phospholipide er-
laubte. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.34 gezeigt. Die Auftrennung ist für die Phospholipide
PA, PG, CL, PE, und PC sauber gelungen. PI und PS laufen in einer Bande zusammen, was
eine getrennte Quantifizierung unmöglich machte. Auch ohne genaue Quantifizierung ist eine
Reduktion des PG-Gehaltes in den homozygoten Doppelmutanten bereits erkennbar.
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Phosphat-Markierungsmuster von Glycerophospholipiden der cds4_a_cds5_a Dop-
pelmutante (Spur A und C) und des Wildtyps (Spur B und D). Nach 18 Stunden Inkubation mit markiertem Phosphat
in MSG-Medium wurden die Lipide extrahiert und durch Dünnschichtchromatographie aufgetrennt. Die radioaktiv
markierten Lipide wurden mit einem Bioimager visualisiert und durch Co-Chromatographie von Lipidstandards iden-
tifiziert. (CL: Cardiolipin, PA: Phosphatidsäure, PG: Phosphatidylglycerin, PI: Phosphatidylinosit, PS: Phosphatidyl-
serin PC: Phosphatidylcholin).
Zur Quantifizierung wurde zum einen die Möglichkeit der graphischen Auswertung über In-
tensitätsunterschiede der Bioimager-Detektion genutzt, als Ergänzung außerdem die Messung
der in den abgekratzten einzelnen Banden enthaltenen markierten Phospholipide im Szintillati-
onszähler. Tabelle 3.5 führt die relativen Markierungen der Phospholipide auf. Die Methode der
Auswertung hat keinen großen Einfluss auf das Ergebnis. Lediglich beim PE- und PA-Gehalt
der heterozygoten Pflanze weichen die Werte etwas voneinander ab. Durch die doppelte Aus-
wertung können mögliche durch das Abkratzen bzw. durch die Software bedingte Fehler aus-
geschlossen werden. Der PG-Gehalt lag in den cds4_a_cds5_a Mutanten bei etwa 42% des
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Wildtypgehaltes. Außerdem ist der PA-Gehalt in den Mutanten erhöht. Da PA eine Vorstufe
von PG ist, würde eine Akkumulation der PA zum erniedrigten PG-Gehalt passen. Allerdings
ist die Akkumulation nicht genau entsprechend, da die Bereitstellung von PA stark reguliert ist
(Carman and Henry, 2007; Nohturfft and Zhang, 2009). Die Gehalte der anderen anionischen
Glycerophospholipide, also CL und PI, sind nicht erniedrigt. Wie bereits in biochemischen Stu-
dien gezeigt, geht plastidäres CDP-DAG in die Biosynthese von plastidärem PG über PGP-
Synthase und -Phosphatase ein (Andrews and Mudd, 1984, 1985). Der erniedrigte PG-Gehalt
deutet in Kombination mit dem blassgrünen Phänotyp und den beobachteten Ultrastrukturen
darauf hin, dass die Photosysteme nicht aufgebaut werden können (Domonkos et al., 2004;
Gombos et al., 2002; Laczkó-Dobos et al., 2008). CDP-DAG ist der direkte Vorläufer von PG
und letztendlich von CL. Der unveränderte CL-Gehalt ist vermutlich darauf zurück zu führen,
dass die Versorgung der Mitochondrien mit CDP-DAG durch das Ausschalten von CDS4 und
CDS5 nicht gestört ist. Vergleicht man die Ergebnisse mit denen von anderen Mutanten, bei de-
nen die Synthese von PG beeinträchtigt ist, so gibt es deutliche Unterschiede. Bei der Mutante
ats1 liegt ein Defekt der plastidären Glycerol-3-Phosphat-Acyltransferase (ATS1) vor, welche
den ersten Schritt der de novo Glyerophospholipidbiosynthese katalysiert. Die Mutanten sind
grün und der relative PG-Gehalt ist kaum verändert, jedoch wachsen die Pflanzen sehr lang-
sam und bleiben klein (Kunst et al., 1988; Xu et al., 2006). Alle anderen Mutanten mit einem
Defekt in einem der nachfolgenden Schritte der Glyerophospholipid-Biosynthese, nämlich die
Gene ATS2 und PGP1 betreffend (Hagio et al., 2002; Xu et al., 2002, 2006; Babiychuk et al.,
2003), zeigen einen ähnlichen Phänotyp wie die cds-Doppelmutante und weisen ebenfalls er-
niedrigte PG-Gehalte auf. Auch bei vergleichbaren Mutanten von Cyanobakterien resultierten
Defekte der CDS- oder PGPS-Aktivität in ähnlichen Phänotypen (Sato et al., 2000; Hagio et al.,
2000; Wu et al., 2006). Die Arabidopsis cds-Doppelmutante zeigte schwerere Defekte in der
PG-Biosynthese und der Thylakoidstruktur als die pgp1-1-Mutante mit einer Punktmutation im
PGP1-Gen (Xu et al., 2002) und die ats1-1 Mutante, bei der die Expression von ATS2 durch
RNAi unterdrückt worden ist (Xu et al., 2006). Verglichen mit der pgp1-Mutante ist der Ein-
fluss der cds-Doppelmutante auf PG-Biosynthese und Thylakoidstruktur jedoch weit weniger
groß. Der PG-Gehalt beträgt bei der pgp1-Mutante lediglich 12 bis 15 % des Wildtyps und
die Thylakoidstruktur ist viel stärker geschädigt (Hagio et al., 2002; Babiychuk et al., 2003).
Die Unterschiede können darauf beruhen, dass zusätzlich das extraplastidäre PG in der pgp1-
Mutante reduziert ist, da diese Mutation sich gleichzeitig auf ein plastidär und ein mitochondrial
lokalisiertes Isozym auswirkt (Babiychuk et al., 2003). Außerdem könnte das Gen CDS3 für
eine weitere plastidäre CDS kodieren und somit einen Ausfall von CDS4 und CDS5 teilweise
kompensieren. Allerdings ist die Wahrscheinlichkeit einer solchen Lokalisation relativ niedrig
(Schwacke et al., 2003) und die Expression von CDS3 in Blättern ist kaum nachweisbar (Zim-
mermann et al., 2005). Eine andere mögliche Erklärung für die Unterschiede zur pgp1-Mutante
wäre ein Import von CDP-DAG in die Plastiden aus dem ER oder den Mitochondrien, welches
dann für die plastidäre PG-Biosynthese in den cds-Doppelmutanten verwendet werden könnte.
In vitro-Experimenten zeigten, dass beispielsweise Mitochondrien von Säugerzellen CDP-DAG
CDP-DAG Synthasen aus A. thaliana 3 Ergebnisse und Diskussion 99
aus dem ER importieren und zur Synthese von PG nutzen (Daum and Vance, 1997). Ebenfalls
wäre denkbar, dass die Expression von CDS5 in der cds5a-Mutante zu Transkripten führt, die
in einer Proteinform mit einer schwachen Restaktivität resultieren. Dazu würde die beschrie-
bene erhöhte Expression von beschädigten Transkripten passen, die jedoch offenbar für eine
vollständige Kompensation nicht ausreicht. Bei Mutanten von Synechocystis, denen CDS- (Sa-
to et al., 2000) bzw. PGP-Synthase-Aktivität (Hagio et al., 2000) fehlt, wurden unterschiedliche
Effekte auf die Akkumulation der verschiedenen Vorstufen, also PA bzw. CDP-DAG zurückge-
führt. Beide Mutanten weisen Defekte in Wachstum und Photosynthese auf, jedoch ist die Aus-
wirkung des CDS-Aktivitätsverlustes dabei weniger schwerwiegend. Bei der ∆cdsA-Mutante
war der zelluläre Chlorophyllgehalt und die CO2-abhängige Photosyntheserate im Vergleich
zu Wildtypzellen reduziert, während die auf Chlorophyllbasis bezogene Photosyntheserate nur
leicht beeinträchtigt war (Sato et al., 2000). In Zellen der ∆pgsA-Mutante war dagegen nicht nur
die zelluläre Photosyntheserate, sondern auch die auf Chlorophyll bezogene deutlich ernied-
rigt. Dies spricht dafür, dass eine Akkumulation von CDP-DAG den Einfluss des PG-Verlustes
verstärken oder PA zu einem gewissen Maß PG ersetzen kann. Dies könnte ebenfalls in den
entsprechenden Arabidopsis-Mutanten der Fall sein.
Tabelle 3.5: Relative Markierung der Gylcerophospholipide von Wildtyp und cds4a_cds5a Doppelmutanten nach 18
stündiger Inkubation mit [33P]-Phosphat. Nach Lipidextraktion und dünnschichtchromatographischer Auftrennung
der Lipide wurden die Bandenmuster zunächst mit densitometrischer Software ausgewertet (A). Danach wurden
die einzelnen Banden in Szintillationsröhrchen abgeschabt und der Gehalt an radioaktiv markiertem Phosphat im
Szintillationszähler bestimmt (B). Die Werte stellen Mittelwerte aus 2 Versuchen dar und sind in Prozent zusammen
mit der mittleren Abweichung angegeben.
Phospholipid cds4a_cds5a Wildtyp
A B A B
PC 44,55 ± 1,31 43,56 ± 1,05 42,53 ± 0,17 39,47 ± 0,41
PI/PS 23,16 ± 0,76 23,13 ± 2,43 20,78 ± 0,11 18,56 ± 1,15
PE 25,64 ± 1,02 25,70 ± 4,55 25,37 ± 0,47 29,31 ± 0,96
PG 3,62 ± 0,13 4,07 ± 0,24 9,36 ± 0,72 9,64 ± 1,47
PA 1,67 ± 0,55 1,86 ± 0,19 0,58 ± 0,03 1,20 ± 0,02
CL 1,36 ± 0,06 1,68 ± 0,14 1,38 ± 0,01 1,81 ± 0,15
3.5.4 Bestimmung der Glycerolipidmuster von cds - Doppelmutanten und
Wildtypfplanzen durch chromatographische Trennverfahren
Zur Bestätigung der Ergebnisse der Phophatmarkierungsexperimente und zur Analyse der Ga-
laktolipidgehalte wurde ein zweites Verfahren zur relativen Quantifizierung von Glycerolipiden
eingesetzt. Zunächst wurden die Gesamtlipide extrahiert und über Dünnschichtchromatogra-
phie aufgetrennt. Eine Quantifizierung wäre danach zwar auch über eine anschließende Bild-
analyse möglich (Ruiz and Ochoa, 1997), es wurde jedoch ein Verfahren zur gaschromatogra-
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phischen Auftrennung und Quantifizierung gewählt (Doermann et al., 1995). Dies bietet den
Vorteil, dass gleichzeitig die Fettsäuremuster der verschiedenen Glycerolipide ermittelt wer-
den können (Peterson and Cummings, 2006). Nach der Dünnschichtchromatographie wurden
die einzelnen Banden über co-chromatographierte Standardsubstanzen identifziert, abgekratzt
und umgeestert, um die nötige Flüchtigkeit für das gaschromatographische Trennverfahren zu
erreichen. Die entstandenen Fettsäuremethylester wurden dann im Gaschromatographen auf-
getrennt und über einen internen Standard quantifiziert. Das Ergebnis der Dünnschichtchroma-
tographie ist in Abbildung 3.35 zu sehen. Deutlich zu erkennen sind auch hier die Unterschiede
zwischen Wildtyp und cds4a_cds5a - Doppelmutante bezüglich des PG-Gehaltes.
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Abbildung 3.35: Glycerolipidmusters nach dünnschichtchromatographischer Auftrennung von Gesamtlipidextrakten
der cds4a_cds5a - Doppelmutante und Wildtyppflanzen. Die Auftrennung erfolgte in einem Gemisch aus Chloro-
form:Methanol:Eisessig:Wasser (91:30:4:4, v/v). A: Detektion mit DCF-Reagenz. B:Detektion mit Phosphatidrea-
genz. MGD:Monogalaktosyl-Diacylglycerol, DGD: Digalaktosyl-Diacylglycerol.
Die Resultate der Quantifizierung der Glycerolipide sind in Abbildung 3.36 gezeigt. Sie be-
stätigen die Analysen der Phosphatmarkierungsversuche, da der PG-Gehalt in den Doppelmu-
tanten ebenfalls auf etwa 40 % reduziert ist. Außerdem sind die Galaktolipid-Gehalte, genauer
gesagt die von Monogalaktosyl-Diacylglycerol (MGD) und Digalaktosyl-Diacylglycerol (DGD),
in der cds - Doppelmutante deutlich erniedrigt. Dies ist in der pgp1 - Mutante (Babiychuk et al.,
2003) ähnlich und dadurch zu erklären, dass durch den PG-Mangel in den Plastiden weniger
funktionale Thylakoidmembranen aufgebaut werden.
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Abbildung 3.36: Membranlipidzusammensetzung von homozygoten cds4a_cds5a Doppelmutanten (graue Säulen)
und Wildtyp-Pflanzen (weiße Säulen). Nach fünfwöchiger Kultivierung auf MSG-Medium mit Saccharose wurden
die Lipide extrahiert, dünnschichtchromatographisch aufgetrennt und als Fettsäuremethylester im Gaschromato-
graphen quantifiziert. Die Werte geben die Mittelwerte aus drei Analysen wieder. Die Abweichungen vom Mittelwert
sind angegeben.
Die Verteilung der Fettsäuren von einzelnen Glycerolipiden ist in Tabelle 3.6 zusammen-
gestellt. Für plastidäres PG ist die Fettsäure 16:1(∆-3-trans) an der sn2-Position typisch. Im
Gegensatz zum Wildtyp war diese Fettsäure in den Proben der Doppelmutante nicht nach-
weisbar, was bedeutet, dass nur das plastidäre PG und damit, indirekt nachgewiesen, das
plastidäre CDP-DAG von den Auswirkungen der Doppelmutation betroffen ist. Außerdem zeig-
ten erste Analysen einer getrennten Aufarbeitung von Wurzeln und Blättern lediglich in den
Blättern der Doppelmutante eine deutliche Erniedrigung des PG-Gehaltes, was ebenfalls mit
dem Defekt im plastidären PG-Biosyntheseweg in Einklang steht, da plastidäre Membranen in
Wurzeln im Vergleich zu Blättern nur einen sehr geringen Anteil an den Gesamtmembranen
der Zellen ausmachen. Der hohe Anteil an Fettsäuren aus dem prokaryoten Syntheseweg im
PG könnte auf einen Import von CDP-DAG aus den Mitochondrien hindeuten. Dies müsste
allerdings noch näher überprüft werden.
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Tabelle 3.6: Fettsäuremuster von Glycerolipiden aus Extrakten der cds-Doppelmutante (cds4_5) und Wildtyppflan-
zen (WT) nach chromatographischer Auftrennung über Dünnschicht- und Gaschromatographie. Für die Gaschro-
matographie wurden die Fettsäuren vom Glycerinrückgrat getrennt und mit Methanol verestert. Die Werte stellen
Mittelwerte aus 2 Versuchen dar und sind in Prozent zusammen mit der mittleren Abweichung angegeben.
PG PC MGD PI
FS WT cds4_5 WT cds4_5 WT cds4_5 WT cds4_5
16:0 35,4 ± 1,2 56,7 ± 2,8 35,3 ± 2,0 40,9 ± 1,3 14,0 ± 2,2 17,2 ± 3,2 53,3 ± 1,1 55,1 ± 1,2
16:1 (∆3t) 21,6 ± 1,5 nd nd nd nd nd nd nd
16:3 nd nd nd nd 16,2 ± 1,0 18,8 ± 3,0 nd nd
18:0 6,1 ± 1,8 19,8 ± 4,6 9,2 ± 1,1 9,47 ± 1,8 6,1 ± 1,8 7,5 ± 1,2 6,4 ± 1,1 8,6 ± 1,5
18:1+3 19,4 ± 0,8 11,3 ± 2,9 24,5 ± 2,4 23,7 ± 1,5 56,1 ± 2,5 51,9 ± 3,1 18,7 ± 1,0 17,5 ± 0,4
18:2 18,3 ± 0,3 12,3 ± 4,3 30,5 ± 0,9 25,9 ± 1,5 7,6 ± 0,5 4,4 ± 0,3 21,5 ± 0,6 18,8 ± 0,3
3.5.5 Kalluskulturen
Um eine Präparation von Organellen und Membranen für weiterführende Versuche zu verein-
fachen, wurden Kalluskulturen der Doppelmutante cds4a_cds5a und Wildtyppflanzen (Wass
x Col-0) angelegt (Abbildung 3.37). Die Kulturen werden im wöchentlichen Rhythmus auf fri-
sches Medium umgesetzt. Geplant sind Tests zur Bestimmung der relativen CDS-Aktivität und
Markierungsexperimente, um den Gehalt der einzelnen Glycerophospholipide zu bestimmen.
Abbildung 3.37: Kalluskulturen der Doppelmutante cds4a_cds5a auf Saccharose-haltigem Nährmedium.
3.5.6 Zusammenfassung
Im Unterschied zu den Einfachmutanten zeigten die cds4a_cds5a Doppelmutanten einen deut-
lichen Phänotyp. Sie entwickelten nur blassgrünlich gelbe Blätter und benötigten Saccharose
für ihr Wachstum. Der Verlust des photoautotrophen Wachstums der Doppelmutanten spie-
gelte sich in den drastisch reduzierten Chlorophyllgehalten und in der defekten Struktur der
Thylakoidmembranen wider. Der Phänotyp der Doppelmutante war durch die Expression ei-
nes funktionalen CDS4- oder funktionalen CDS5-Gens komplementierbar. Demnach beruhte
der Phänotyp also tatsächlich auf der Inaktivierung der CDS-Gene. Diese Gen-Inaktivierung
CDP-DAG Synthasen aus A. thaliana 3 Ergebnisse und Diskussion 103
führte zum Verlust plastidärer CDS-Aktivitäten und damit zu einem reduzierten Pool an plasti-
därem PG, das für die Ausbildung der Protein-Pigment-Komplexe und damit für die Biogenese
der Thylakoidmembranen essentiell ist. Damit lieferten die Analysen der Doppelmutantenwei-
tere unabhängige Hinweise auf die zentrale Bedeutung des anionischen Membranlipids für das
photoautotrophe Wachstum.
3.6 Fazit und Ausblick
In der vorliegenden Studie konnte in einem Hefe-Expressionssystem nachgewiesen werden,
dass fünf Arabidopsis-Gene Enzyme mit CDP-DAG-Synthase-Aktivität kodieren. Durch alter-
natives Spleißen und alternative Translationsinitiation entstehen möglicherweise weitere Iso-
formen, von denen drei ebenfalls CDS-Aktivität zeigten. In den Hefe-Mutanten sind die Haupt-
aktivitäten aller CDS-Isoenzyme in den mitochondrialen Fraktionen lokalisiert. In Pflanzenzel-
len zeigte sich dagegen für die Enzyme CDS4.1, CDS4.2 und CDS5 eine plastidäre Lokali-
sation. Dies bestätigte die Vorhersagen entsprechender Computerprogramme und für CDS5
Erkenntnisse aus Proteomstudien. Die Proteine CDS4.1, CDS4.2 und CDS5 haben hohe Se-
quenzübereinstimmungen und sind denen der CDS-Proteine von Synechocystis sehr ähnlich.
Die biochemischen Eigenschaften der Enzyme wiesen kaum Unterschiede auf. Das Protein
CDS4.3 dagegen scheint nicht plastidär lokalisiert zu sein, obwohl es sich nur durch einen län-
geren N-Terminus von CDS4.1/CDS4.2 unterscheidet. Die Isoformen CDS1, CDS2.1, CDS2.3
und CDS3 sind ihrerseits sehr ähnlich bezüglich ihrer Sequenz, die subzelluläre Lokalisation in
Pflanzenzellen ließ sich trotz mehrerer angewandter Strategien nicht eindeutig klären.
Um Rückschlüsse auf die Funktionen der kodierten Proteine in planta ziehen zu können, wur-
den für die Gene CDS1, CDS2, CDS4 und CDS5 T-DNA-Insertionsmutanten analysiert. Alle
untersuchten Einzelmutanten wiesen keinen Phänotyp auf. Bei den Mutanten von CDS1, CDS4
und CDS5 waren keine Transkripte mehr nachweisbar, anscheinend kann also der Verlust der
entsprechenden Aktivität durch die eines der anderen Isoenzyme ersetzt werden. Für CDS2
konnte eine Linie mit reduzierten Transkriptgehalten identifiziert werden, außerdem wurden
RNAi-Konstrukte für die Sequenzen von CDS2 und CDS3 entwickelt, um die Expression die-
ser Gene in transgenen Arabidopsis Pflanzen zu hemmen.
Die Doppelmutante bezüglich der Gene CDS4 und CDS5, die für die plastidären Enzyme ko-
dieren, zeigte einen deutlichen Phänotyp. Die Mutanten waren blassgrün bis gelblich und konn-
ten nicht mehr photoautotroph, sondern nur auf Saccharose-haltigem Medium wachsen, wobei
das Wachstum im Vergleich zum Wildtyp verlangsamt war. Der Phänotyp wurde jeweils sowohl
durch die Expression des Gens CDS4 als auch durch die des Gens CDS5 komplementiert,
was den Zusammenhang zwischen den T-DNA-Insertionen und dem Phänotyp belegte. Der
Pigmentgehalt der Doppelmutanten war im Vergleich zum Wildtyp deutlich geringer, das Ver-
hältnis von Chlorophyll a/b leicht erhöht und die Betrachtung der Ultrastrukturen zeigte eine
deutliche Reduktion der Thylakoidmembranen in den Chloroplasten. Analysen der Lipidmuster
ergaben, dass der Gehalt an Galaktolipiden und besonders an plastidärem Phosphatidylglyce-
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rin verringert war.
Ein Verlust der Genprodukte von CDS4 und CDS5 führt also offenbar zu einer Verringerung
der plastidären Biosynthese von CDP-DAG, welches die direkte Vorstufe für die PG-Synthese
darstellt. Durch den geringen PG-Gehalt können nicht genügend Photosysteme für ein photo-
autotrophes Wachstum aufgebaut werden, da PG essentiell für die Pigment-Protein-Komplexe
ist. Die Ergebnisse sind in Einklang mit vergleichbaren Mutanten in Synechocystis und mit
Arabidopsis-Mutanten, in denen andere Schritte des Synthesewegs von plastidärem PG be-
troffen sind.
Mit den Daten der vorliegenden Studie wurden, neben den beschriebenen Erkenntnissen,
die Grundlagen für die unmittelbare Fortsetzung und ergänzende Untersuchungen geschaffen.
Es wurden transgene Organismen hergestellt, die es erlauben, die biochemischen Eigenschaf-
ten von CDS1, CDS2 und CDS3 zu untersuchen. Die analysierten T-DNA-Einfachmutanten
für CDS1 und CDS2 stehen für Kreuzungsexperimente und die RNAi-Konstrukte für CDS2
und CDS3 für Transformations-Experimente bereit. Damit sollte es möglich sein, Arabidopsis-
Pflanzen zu erstellen, in denen die Expression von CDS1 und CDS2 bzw. CDS3 vollständig
bzw. nahezu vollständig gehemmt wird. Zusätzlich wurden Konstrukte für weitere Transformati-
onsstudien bezüglich CDS4.1/2 und CDS5 erzeugt und die angelegten Kalluskulturen werden
eine Untersuchung der Enzymaktivitäten durch entsprechende Assays vereinfachen.
Interessante Punkte für weitere Analysen sind die Reinigung der Arabidopsis-CDS-Enzyme,
die Gewinnung spezifischer Antikörper und vor allem eine Sequenzierung der N-Termini. Die-
se Untersuchungen könnten Hinweise liefern, welche der hier untersuchten CDS-Isoformen in
planta relevant sind.
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7 Abkürzungsverzeichnis
A Adenin
A. dest. deionisiertes und destilliertes Wasser
APS Ammonium-persulfat
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp Basenpaare
C Cytosin
◦C Grad Celsius
cDNA komplementäre DNA
cm Centimeter
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid)
DNase Deoxyribonuclease
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol (Reduktionsmittel)
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
EtOH Ethanol
g Gramm bei Massenangaben / Vielfaches der Erdbeschleunigung bei Zentrifugationsschrit-
ten
G Guanin
GFP green fluorescent protein; aus Aequorea victoria
H2O Wasser
L Liter
LB-Medium Luria Broth - Medium
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log logarythmisch
Lsg. Lösung
m Meter
M Molar
µg Mikrogramm
mg Milligramm
µL Mikroliter
mL Milliliter
mm Millimeter
mRNA messenger-RNA, Boten-RNA
NCBI National Center for Biotechnology Information
ng Nanogramm
nm Nanometer
OD optische Dichte
PAA Polyacrylamid
PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
pH negativer dekadischer Logarythmus der [H+]
rRNA ribosomal RNA
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid)
RNase Ribonuclease
rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
RT Reverse Transkriptase
SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
T Thymin
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TEMED N,N,N´,N´-Tetramethyl-ethyldiamin
tRNA Transfer-RNA
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Tris Tris-(Hydroxymethyl)-Ammonium
u.a. und andere
ü.N. über Nacht
UV ultraviolettes Licht
%(v/v) Volumenprozent
%(v/w) Gewichtsprozent
WT Wildtyp
z.B. zum Beispiel
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Anhang
7.1 DNA-Größenmarker
A B C
Abbildung 7.1: Verwendete Marker zur DNA-Fragmentgrößenbestimmung bei gelelektrophoretischer Auftren-
nung (Quelle: Fermentas.de). A: GeneRuler(TM)-1 kb DNA Ladder. B: GeneRuler(TM)-100 bp DNA Ladder. C:
GeneRuler(TM)-50bp DNA Ladder.
7.2 Primersequenzen
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Verwendung Bezeichnung Sequenz Tm [ °C]  [bp]
pENTR-Konstrukte 
CDS1 At1g_62430_For 5´-CACCATGGAGGAAGAGAATGTTACTAG- 3´ 63,4 27
At1g_62430_Rev 5´-CTATGAGAGCTTGTCCTTCAGCATT - 3´ 61,3 25
At1g_62430_Rev_his 5´-CTAGTGATGGTGATGGTGATGTGAGAG 73,3 43
CTTGTCCTTCAGCATT- 3´
At1g62430_intfor 5'-CGTCGTTCACTGTTGCC-3' 55,2 17
At1g62430_intrev 5'-GTCACAGAGGCTCCGAT-3' 55,2 17
CDS4.1 At2g45150GW_For 5´-CACCATGGCGACTTTTGCTGAACTTG- 3´ 64,8 26
At2g45150Rev 5´-TCAAACTCCGTAAAGTTTTAGGG - 3´ 57,1 23
At2g45150_intrev 5'-CGCAGGAGCAGCTAAAC-3' 55,2 17
At2g45150rev_his 5'-TCAGTGATGGTGATGGTGATGAACTCCGT 71,4 41
AAAGTTTTAGGG-3'
At2g45150_intfor 5'-GCAGCATTTGTTGTTGCAAT-3' 53,2 20
CDS5 At3g60620rev_his 5'-TCAGTGATGGTGATGGTGATGAACTCCATG 74,4 49
AAGTCTTACGAACGAGTAG-3'
At3g60620_intfor 5'-GAGTCTGCTCCATTATCTGT-3' 55,3 20
At3g60620_intrev 5'-GCCAAACATCGTACTACTCA-3' 55,3 20
At3g60620GW_For 5´-CACCATGGCGCCTTTTGTTGAAGTC - 3´ 64,6 25
At3g60620Rev 5´-TCAAACTCCATGAAGTCTTACGAACGAGTAG- 3´ 65,5 31
CDS2.1 At4g22340rev_his 5'-CTAGTGATGGTGATGGTGATGAGATCCAATAA 74,1 52
CCTTTTCCTGCAACATTTGG-3'
At4g22340_intfor 5'-GGTGTTTACTCAGTCCTCATT-3 55,9 21
At4g22340_intrev 5'-GGTGATAACTTGATCAACGGT-3' 55,9 21
At4g22340GW_For 5´-CACCATGCAGAAGGAAATTGCTGGTG - 3´ 64,8 26
At4g22340Rev 5´-CTAAGATCCAATAACCTTTTCC 65,9 34
TGCAACATTTGG - 3´
CDS3 At4g_26770_For 5´-CACCATGGCAATGGAGAAAGATC- 3´ 60,6 23
At4g_26770_Rev 5´-TTAAAACCTCCCTTGCAACTTATGTT - 3´ 58,5 26
At4g_26770_Rev_his 5´-TTAGTGATGGTGATGGTGATGAAACCTCCC 71,3 44
TTGCAACTTATGTT-3´
At4g26770_intfor 5'-TGGTTTATCCTTACATTGAAGA-3' 52,8 22
At4g26770_intrev 5'-GAAGAAACCAGAAGATCCCT-3' 55,3 20
N-Term.-Fusion
Fusion CDS2.1/CDS1 CDS2/CDS1_a(Rev) 5'-AAAGAAGTGCCAATTGAGTAATCTA 67,2 36
AAACCAGGGAG-3'
CDS2/CDS1_b(For) 5'-CTCCCTGGTTTTAGATTACTCAATTG 67,2 36
GCACTTCTTT-3'
Fusion CDS2.1/CDS3 CDS2/CDS3_a(Rev) 5´- CACAACTCCACCGAGCATCCAG 72,9 36
AAAGTGGAGTATGC -3´
CDS3/CDS2_b(For) 5´- GCATACTCCACTTTCTGGATGCT 72,9 36
CGGTGGAGTTGTG -3´
Deletion CDS3 Deletion_26770 5´- CACCATGCTCGGTGGAGTTGTGTTTA - 3´ 64,8 26
ohne Stopp 
CDS2.1 At4g22340_Ro 5´- AGATCCAATAACCTTTTCCTGCAACATTTGG -3´ 64,2 31
CDS5 At3g60620_Ro 5´- AACTCCATGAAGTCTTACGAACGAGTAG -3´ 63,7 28
CDS4.1 At2g45150_Ro 5´- AACTCCGTAAAGTTTTAGGGATG -3´ 57,1 23
CDS3 At4g26770_Ro 5´- AAACCTCCCTTGCAACTTATGTT -3´ 57,1 23
CDS1 At1g62430_Ro 5´- TGAGAGCTTGTCCTTCAGCATTTGT -3´ 61,3 25
Abbildung 7.2: Liste der verwendeten Oligonukleotide (Primer) mit Angabe des Verwendungszweckes, der
Nukleotid-Sequenz, Schmelztemperatur und der Länge in Basenpaaren. Alle Primer wurden von MWG-Eurofins
bezogen. Zur Herstellung der pENTR-Konstrukte für die Gene CDS1, CDS2.1, CDS3, CDS4.1 und CDS5 wurden
jeweils der ´For´- und der ´Rev´-Primer kobiniert. Fie ´For´-Primer beinhalten die CACC-Sequenz für die gerich-
tete Klonierung. Die Primer ´intfor´ und ´intrev´ binden innerhalb des jeweiligen Gens und wurden zur Sequen-
zierung und für PCR-Analysen in Kombination mit anderen Primern benutzt. Mit den ´his´-Primern konnte eine
Histidin-Markierung an die offenen Leserahmen angefügt werden. Die Primer zur N-Terminalen-Fusion bzw.- Dele-
tion dienten zur Herstellung von Fusionskonstrukten aus CDS2.1 und CDS1 bzw. CDS3 und einem Deletionskon-
strukt für CDS3. Die Primer mit der Kennzeichnung ´Ro´ wurden eingesetzt, um die offenen Leserahmen der Gene
ohne Stoppkodon zu amplifzieren um über das Gateway-System Fusionskonstrukte erstellen zu können.
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Verwendung Bezeichnung Sequenz Tm [ °C]  [bp]
Isoformen-cDNAs
CDS2.3 At4g_447F 5'-CACCATGCTAGATGTACTCAAG-3' 58,4 22
CDS2.2 At4g_365F 5'-CACCATGATAGGTGGTTTTGCTC-3' 60,6 23
CDS2.3 At4g_SOER 5'-CAGCAATTTCCTTCTGCATGTTGG 69,5 37
AAGAGTTCGAAAC-3'
At4g_SOEF 5'-GTTTCGAACTCTTCCAACATGCAG 69,5 37
AAGGAAATTGCTG-3'
CDS4.2 At2g_382F 5'-GGTGATGATGACCACTCAAAGAATGTGGAA-3' 65,4 30
At2g_382R  5'-TTCCACATTCTTTGAGTGGTCATCATCACC-3' 65,4 30
CDS4.3 At2g_430F 5'-CACCATGACAAATACGAACACAC-3' 58,9 23
At2g_SOER 5'-CAAAAGTCGCCATTGCTCTCCAAATGCCCC-3' 69,5 30
At2g_SOEF 5'-GGGGCATTTGGAGAGCAATGGCGACTTTTG-3' 69,5 30
CDS4.4 At2g_288R_2 5´-TTATCTGTGAGGTATCATTCTTGGTGT 70,5 40
TACCTTTCCACCG-3´
T-DNA
cds5_a FLAG_568C12_LP 5'-GTGCTCAAAAGTTGCTTGTCC-3' 57,9 21
FLAG_568C12_RP 5'-CGAATCTTCTTCAACATTTTGC-3' 54,7 22
F_568C12_LP2 5'-CCACAGGAATTTGTTGAGCTC-3' 57,9 21
F_568C12_RP2 5'-CAGCATCACATAGCAATCCAC-3' 57,9 21
cds1_b SALK_088268_LP 5'-TGCTTGCTCTCTCTTCCAGAG-3' 59,8 21
SALK_088268_RP 5'-TGCAGAGGAAACCAAACAAAC-3' 55,9 21
S_088268_LP2 5'-TGGTTGAAGTAGTAGACCCAAAATC-3' 59,7 25
S_088268_RP2 5'-ATCCTCAGGAGCTTTCCTCAG-3' 59,8 21
cds4_a 115705xLP 5'-TTCTCTTCTGCCTTATCGTCG-3' 57,9 21
115705xRP 5'-AACCCATCCTCCAGCTAACAC-3' 59,8 21
cds4_b LPET21 5´- AGGAAAAGAACTCTGCGGTTC-3' 60 21
RPET21 5´- CAAGCTGGTCTGATTCAGCTC-3' 62 21
cds4_c RP58892 5´- ACCAATTGAGAAATCAGCGAG-3' 58 21
LP58892 5´- TTTTGTTGCGTAACAAGGACC-3' 59 21
cds2_a 001496LP 5'-TAAAAAGGCCGAAGGATGTTC-3' 55,9 21
001496RP 5'-CAAGCTTCACTTTCCATACGC-3' 57,9 21
cds2_a 106246LP 5'-TGTGTTTCGTCTCCTCAATCC-3' 57,9 21
106246RP 5'-AATGGTTTCCATTTGGTTTGC-3' 54 21
cds2_b 099882LP 5'-CTTGATCAACGGTGTTCTTCC-3' 57,9 21
099882RP 5'-TTCTGGCTTTTTAGGTTGGTG-3' 55,9 21
099882RP_2 5'-CGG AAT TCA CAT TGT TTT TGG-3'  54 21
cds2_c LPi011704 5'-CCATGTGGTATTTGATGAGGC-3' 47,62 22
RPi011704 5'-TTTTTGTTTGGGTTGCTCAAC-3' 38,1 221
Linke Border (FLAG) LB4 5'-CGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGT-3' 70,9 26
Rechte Border (FLAG) RB4 5'-TCACGGGTTGGGGTTTCTACAGGAC-3' 67,86 25
Linke Border (SALK) LBb1.3 5'-ATTTTGCCGATTTCGGAAC-3' 42,11 22
Linke Border (SALK) LBb1 5´- GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT -3´ 65,8 22
Linke Border (FLAG) Tag5 (FLAG LB) 5´- CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC-3' 36 25
Linke Border (CSHL) Ds3_1 5´- ACCCGACCGGATCGTATCGGT-3' 62 21
Abbildung 7.3: Fortsetzung der Liste der verwendeten Oligonukleotide (Primer). Die cDNA für die Isoform CDS2.2
wurde mit einem modifzierten For-Primer erstellt, die für CDS4.4 mit einem modifizierten Rev-Primer. Bei CDS2.3,
CDS4.2 und CDS4.3 wurden die entsprechenden cDNAs aus zwei Fragmenten über SOE-PCR zusammengefügt.
Die Fragmente für CDS2.3 und CDS4.3 (und CDS4.4) wurden aus Wildtyp-DNA mit modifiziertemn For-Primern
gewonnen. Die beschriebenen Primer wurden mit den passenden für die AMplifikation der offenen Leserahmen
verwendeten kombiniert. Zur Analyse angegebenen T-DNA-Mutanten wurden die jeweiligen Primer in der Kombi-
nation ´LP´/´RP´, ´RP´/´LB´ und ´LP´/´LB´ eingesetzt. Teilweise wurden die angegebenen alternativen Primer zur
Absicherung der Ergebnisse eingesetzt. Die LB4- und Tag5-Primer wurden nur für die Analyse von T-DNA-Mutanten
aus der FLAG-Kollektion benutzt, der Ds3-Primer nur für die CSHL-Mutante.
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Verwendung Bezeichnung Sequenz Tm [ °C]  [bp]
RT-PCR
CDS1 At1gqP_F            5'-TCGGTTTGTTCGCTTCAATCAT-3' 56,5 22
At1gqP_R 5'-AACCGAAACGCTTTGGGAGA-3' 57,3 20
CDS2 4gPF 5'-TGTGATCCAGGCCCTCTCTT-3' 55 20
4gPR 5'-TGGATGCGAATAGACCGAGA-3' 50 20
At4gqPF                                          5'-GACAGGCTGGCTCCTCTGTG-3'  63,5 20
At4gqPR       5'-CACTGGCAAAGAAGCCACCAAA-3'  60,3 22
At4gqPF2   5'-GTCCTCATTCACTGTCGCCAA-3' 59,8 21
At4gqPR2 5'-GCTCCAATGAAACCCTCCCA-3' 59,4 20
CDS4 At2gqPF                   5'-GCTGCTCCTGCGCTTAACACT-3' 61,8 21
At2gqPR          5'-CTGTCGCAATTACACCGCTGAA-3'   60,3 22
T-DNA-flankierend At2qPexf1 5'-GGCCGTTGCTCGAGCTGAATC-3' 61,9 21
At2qexr1b 5'-ACCCATCCTCCAGCTAACACAAC-3' 52,17 23
Ampl. Intron1/Exon2 2gqp382F 5'-CCGTTGCTCGAGCTGAATCAGA-3' 55 22
2gqp382R1 5'-GGTAAACCAATGCCAATACCAAAGATC-3' 41 27
2gqp382R2 5'-CTGCAAGTTATGGATTCTATCAATTCC-3' 37 27
CDS5 At3gqP_F          5'-TCGTTGTCCTGGCCTCAATC-3' 59,4 20
At3gqP_R       5'-TGAGTGAGCCGGAGTCTTTGAC-3' 62,1 22
At3gqPF2          5'-CCCGGGAATATTTCGAGCTG-3' 59,4 20
At3gqPR2 5'-TGCCATTGCAACAACAAACGC-3' 57,9 21
T-DNA flankierend At3qPexr1 5'-CGGCAACGAGCTCGACTTAGT-3' 57,14 21
At3qexr1b 5'-TGATTCAGCTCGAGCAACGGC-3' 57,14 21
Insert f. pTRA
CDS1-FL 1gpt421_R           5'-GACCATGGCTGAGAGCTTGTCCTT-3'   64,4 24
CDS1 1gpt1_F            5'-AGCCATGGAGGAAGAGAATGTTAC-3'  61 24
CDS1-TMD-Deletion1 1gpt138_R            5'-GACCATGGCTAGCCGATAGAAG-3' 62,1 22
CDS1TMD-Deletion2 1gpt290_R           5'-GCCCATGGCGAACAATGGATC-3' 61,8 21
Vektorspezifisch
pENTR M13F 5´- GTA AAA CGA CGG CCA GT - 3´ 52,8 17
M13R 5´- GGA AAC AGC TAT GAC CAT G - 3´ 54,5 19
Sport6 M13sport6_for 5'-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3' 62,4 23
M13sport6_rev 5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3' 58,9 23
pYESDEST52 T7-c 5´- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3´ 53,2 20
pK7R/FWG pK7_F  5'-GACAGTAGAAAAGGAAGGTGG-3 57,9 21
pTRAkt pTRA1669_F 5'-ACTATCCTTCGCAAGACCCTTCC-3' 62,4 23
Vektormodifikation
Leu2_Kassette Leu2_auspESC_For 5´- CGACTAGTCTACGTCGTAAGGCCGTTTCT -3´ 68,1 29
Leu2_auspESC_Rev 5´- GCACTAGTTCGAGGAGAACTTCTAGTATA -3´ 63,9 29
pLAT52-Promotor pLAT52_fw 5'-GAATTCGAGCTCTCGACATACTCGACTC-3' 50 28
pLAT52_rev 5'-CTAGGGCGGCCGCAATTGGAAATTTTTTTTTTG-3' 42 33
Hefe-Null-Mut.
YBR029c 029c_Aconf 5'-AAACGCCCATGTAAATAACTATCAA-3' 56,4 25
029c_Bconf 5'-CCCTTTCTTAAACTACAAACGAACA-3' 58,1 25
029c_Cconf 5'-CTTATACTTACTTGACGTGCCCTGT-3' 61,3 25
029c_Dconf 5'-TGAGAAAATCATCCTAATTACTGCC-3' 58,1 25
KanMX4-Kassette kanB  5'-CTGCAGCGAGGAGCCGTAAT-3' 61,4 20
kanC 5'-TGATTTTGATGACGAGCGTAAT-3' 54,7 22
Abbildung 7.4: Fortsetzung der Liste der verwendeten Oligonukleotide (Primer). Die Primer für die RT-PCR konnten
auch in der Realtime-PCR eingesetzt werden. Kombiniert wurde jeweils ein ´F´ mit einem ´R´-Primer. Teilweise
wurden für ein Gen mehrere Primerkombinationen getestet. Zur Konstruktion der Insert-DNA für den Einbau in
den pTRA-Vektor wurden die angegebenen Primer zur Modifzierung der CDS1-cDNA verewendet. Durch den Ein-
satz von 1gpt138_R und 1gpt290_R konnten Deletionen mit weniger C-terminalen Transmembrandomänen (TMD)
erstellt werden. Die vektorspezifischen Primer wurden für Sequenzierungen und Konstruktnachweise benutzt, die
Primer zur Vektormodifikation zur Amplifikation von DNA-Fragmenten, die in einen Vektor eingefügt werden sollten
und die Primer für die Hefe-Nullmutante zum Nachweis haploider Zellen und der KanMX-Kassette.
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7.3 Vektorkarten
pENTR-SD-D-AtCDS
3945 bps
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
SapI
BsaHI
AclI
BbsI
HpaI
AhdI
AflII
AvaI
BmeT110I
ApaI
EcoO109I
PspOMI
SacII
NotI
EagI
DraI
BstBI
BtgZI
BsgI
NcoI
BpmI
Tth111I
NdeI
BclI
XcmI
BseRI
PshAI
AvaII
BstXI
SphI
PfoI
Eco47III
HindIII
MscI
AscI
BssHII
EcoRV
NruI
EcoNI
SspI
Cfr10I
AsiSI
PvuI
BsmBI
Bpu10I
AlwNI
Alw44I
BsiHKAI
BciVI
DrdI
attL1
AtCDS
attL2
KanR
pUC ori
Abbildung 7.5: Karte des Konstruktes pENTR-SD-D-AtCDS. AtCDS steht dabei für die eingefügten CDS-cDNA-
Sequenzen aus Arabidopsis. pUC origin: Replikationsursprung für Vermehrung in E. coli. KanR: Genkassette für
Kanamycinresistenz. attL1/attL2: Erkennungssequenzen für Gateway(TM)-Klonierung nach LR-Reaktion. Außer-
dem enthält der Vektor vor dem Gen eine Ribosomenbindestelle und einen T7-Translationsverstärker, die beide bei
der LR-Reaktion mit übertragen werden.
pYESDEST52_leu_AtCDS
9561 bps
2000
4000
6000
8000
PmeI
BciVI
AhdI
BglI
SbfI
BsgI
NdeI
NheI
Bpu1102I
NruI
SnaBI
SwaI
NaeI
NgoMIV
AflII
Acc65I
KpnI
BstEII
BbeI
EheI
KasI
NarI
GAL1 promoter
AtCDS
pUC origin
bla(AmpR)'
URA3'
2mu origin
f1 origin'
Leu2
Abbildung 7.6: Karte des Konstruktes pYESDEST52-AtCDS. AtCDS steht dabei für die eingefügten CDS-cDNA-
Sequenzen aus Arabidopsis. 2mu origin: Replikationsursprung für Vermehrung in S. cerevisiae. bla (beta-
Lactamase): Genkassette für Ampicillinresistenz. GAL1: Galaktose-induzierbarer eukaryotischer Promotor. pUC
origin: Replikationsursprung für Vermehrung in E. coli. Leu: Ergänzte Kassette, die das Gen zur Synthese von
Leucin in Hefe trägt. Ura: Kassette, die das Gen zur Synthese von Uracil in Hefe trägt. attB1/attB2: Erkennungsse-
quenzen für Gateway(TM)-Klonierung nach LR-Reaktion.
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pH7WG_AtCDS
11895 bps
2000
4000
6000
8000
10000
SpeI
StuI
EcoICRI
SacI
PmeI
PasI
BsiWI
ClaI
FspI
AgeI
BbeI
KasI
NarI
SfoI
Bst1107I
HpaI
PvuI
AflII
BbvCI
Bpu10I
RsrII
SspI
Bsu36I
Acc65I
KpnI
SmaI
XmaI
BamHI
XbaI
ApaI
PspOMI AscI
SwaI
PpuMI
Eco47III
P35S
RB
Sm/spR
LB
Hyg
T35S
attB2
AtCDS
attB1
Abbildung 7.7: Karte des Konstruktes pH7WG-AtCDS. AtCDS steht dabei für die eingefügten CDS-cDNA-
Sequenzen aus Arabidopsis. LB/RB: Bordersequenzen der T-DNA-Region. Hyg: Hygromycin-Resistenzgenkassette
für die Selektion von Pflanzen. Sm/SpR: Streptomycin/Spectinomycin-Resistenzgenkassette für die Selektion von
Bakterien. p35S: konstitutiver Promotor aus dem Cauliflower-Mosaik-Virus zur Expression der Fremd-DNA in der
Pflanzenzelle. T35S:Terminationssequenz. attB1/attB2: Erkennungssequenzen für Gateway(TM)- Klonierung nach
LR-Reaktion. Außderdem enthält der Vektor einen ColE1-Replikationsursprung für eine Vermehrung in E. coli und
einen pVS1-Replikationsursprung für eine Vermehrung in A. tumefaciens.
pH7R/FWG_AtCDS
11684 bps
2000
4000
6000
8000
10000
SpeI
SalI
XmnI
XmnI
ScaI
BsaI
SalI
HindIII
ScaI
XcmI
XcmI
AclI
BmtI
NheI
BsaI
NsiI
DraIII
PvuI
DraIII
NsiI
AflII
PvuI
BmtI
NheI
AclI
BamHI
p35S
RB
Sm/SpR
LB
KanR
T35S
mRFP/eGFP
attB2
AtCDS
attB1
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Abbildung 7.8: Karte des Konstruktes pK7FWG-AtCDS bzw. pK7FWG-AtCDS. AtCDS steht dabei für die ein-
gefügten CDS-cDNA-Sequenzen aus Arabidopsis. LB/RB: Bordersequenzen der T-DNA-Region. eGFP/mRFP:
Gen für eGFP (Vektor pK7FWG2) bzw. mRFP (Vektor pK7RWG2). LB/RB: Bordersequenzen der T-DNA-Region.
Kan: Kanamycin-Resistenzgenkassette für die Selektion von Pflanzen. Sm/SpR: Streptomycin/Spectinomycin-
Resistenzgenkassette für die Selektion von Bakterien. p35S: konstitutiver Promotor aus dem Cauliflower-Mosaik-
Virus zur Expression der Fremd-DNA in der Pflanzenzelle. T35S:Terminationssequenz. attB1/attB2: Erken-
nungssequenzen für Gateway(TM)- Klonierung nach LR-Reaktion. Außderdem enthält der Vektor einen ColE1-
Replikationsursprung für eine Vermehrung in E. coli und einen pVS1-Replikationsursprung für eine Vermehrung in
A. tumefaciens.
pTR
8314 bps
2000
4000
6000
8000
AscI
AccI
EcoRI
BsmI
NcoI
BstEII
EcoO109I
PpuMI
BstXI
BsgI
BamHI
XbaI
FseI
PmeI
SgrAI
XcmI
PsiI
PasI
Eco47III
ScaI
BsaI
AhdI
BsmBI++
NsiI++
PciI
AflII
RsrII
BanII
BsaAI++
BbeI++
NarI
SfoI
BmtI
NheI
Bsu36I
BlpI
SacII
ClaI
P35SS
TL
DsRed
pA35S
RBRK2 ori
bla
ColE1 ori
LB
npt II
Abbildung 7.9: Vektorkarte des pTR-Vektors, der freundlicherweise von Dr. T. Rademacher zu Testzwecken zur
Verfügung gestellt worden war. NPTII (Neomycin-Phosphotransferase): Genkassette für Kanamycinresistenz (Pflan-
zenzellselektion). DsRed: cDNA-Sequenz die ein Fluoreszenzprotein aus Discosoma spec kodiert. pA35S: Polyade-
nilierungsregion. RK2ori: Replikationsursprung für Vermehrung in A. tumefaciens. bla (beta-Lactamase): Genkas-
sette für Ampicillinresistenz. p33S: doppelter 35S-Promotor aus dem CaM-Virus. ColE1ori: Replikationsursprung
für Vermehrung in E. coli. LB: Linke Border der T-DNA-Region. RB: Rechte Border der T-DNA-Region.
134 Anhang CDP-DAG Synthasen aus A. thaliana
pWatergate
18050 bps
2000
4000
6000
800010000
12000
14000
16000
18000
RsrII
AflII
AccIII
AleI
SexAI
BseRI
FspAI
NruI
FseI
BsiWI
PmeI
EcoICRI
SacI
HpaI
PmlI
StuI
HindIII
NotI
BlnI
SnaBI
XhoI
Acc65I
KpnI
BglII
PacI
ClaI
HindIII
HindIII
AgeI
SbfI
NPT\II
Spec\Resistance
attR1
ccdB
attR2
attR2
ccdB
attR1
Abbildung 7.10: Vektorkarte des pWatergate (Wesley et al., 2001). Über die Gateway(TM)-LR-Reaktion kann ein
Fragment aus einem Eingangsvektor in zwei verschiedenen Orientierungen (´sense´und ´antisense´) eingefügt wer-
den. Die Transkriptionsprodukte sind durch eine Intron-Sequenz verbunden, die eine Schleife bildet, während sich
die Fragmenttranskripte zu einem RNA-Doppelstrang zusammenlagern.
7.4 Nukleotid-Sequenzen der CDSs aus Arabidopsis
7.4.1 CDS1
1 ATGGAGGAAG AGAATGTTAC TAGTTCACCT TCAACACCGG TACATAGGCT TAGGCATCGA
61 AGACGTTCTA ATGAGGTTGT TACGGATGGG GATAAAGTGA ATGCAAGTCC TTTGTTGGTT
121 AATGATCGGA ATAAGTACAA ATCTTTCATG GTCCGGACCT ACTCTACGTT ATGGATGATT
181 GGTGGTTTTG TTTTGGTTGT CTACATGGGT CATCTTTATA TCACAGCTAT GGTTGTTGTT
241 ATTCAAATAT TTATGGCTAA AGAGTTGTTT AATCTGCTGA GGAAAGCTCC TGAGGATAAA
301 TGTCTCCCCT ATATTAAACA GCTCAATTGG CACTTCTTTT TCACTGCCAT GCTTTTCGTT
361 TATGGACGGA TCCTTAGTCA ACGGTTAGCC AATACCATGA CTGCAGATCA GTTCTTCTAT
421 CGGCTAGTCA GCGGCTTAAT CAAATACCAT ATGGCAATCT GTTACTTGTT GTATATTATA
481 GGTTTCATGT GGTTCATTCT CACATTAAAG AAGAAGATGT ACAAGTACCA GTTTGGCCAG
541 TATGCTTGGA CCCACATGAT CTTGATAGTC GTGTTTACTC AATCGTCGTT CACTGTTGCC
601 AACATATTTG AAGGGATCTT CTGGTTTCTT CTCCCAGCAT CTTTAATTAT AATCAACGAC
661 ATCTTCGCCT ACATTTTCGG TTTCTTCTTT GGAAGAACGC CTTTAATAAA GCTGTCTCCA
721 AAGAAAACAT GGGAGGGATT CATCGGAGCC TCTGTGACAA CTATCATCTC TGCATTTGTT
781 CTGGCAAATA TTTTGGGTCG TTTCCCTTGG TTGACATGCC CACGACAGGA TTTGTCCACT
841 GGCTGGCTAC AGTGTGACGC TGATCCATTG TTCAAACCTG AACCTTTTGC TTTACCTGCA
901 TGGATTCCAG AATGGTTTCC TTGGAAGGAA ATGACGATCC TCCCTGTTCA GTGGCATGCT
961 TTATGCCTCG GTTTGTTCGC TTCAATCATA GCACCTTTTG GAGGATTTTT CGCTAGCGGT
1021 TTCAAAAGAG CATTCAAAAT TAAGGACTTT GGTGATAGTA TTCCAGGACA TGGTGGAATC
1081 ACAGATAGAA TGGACTGCCA GATGGTTATG GCAGTATTTG CCTACATATA TCTTCAATCA
1141 TTTATTGTCT CCCAAAGCGT TTCGGTTGAC AAAATCCTAG ACCAGATATT GACGAACCTT
1201 ACCTTTGAGG AACAACAAGC GCTCTTCGTG AAGTTAGGAC AAATGCTGAA GGACAAGCTC
1261 TCATAG  
Abbildung 7.11: cDNA-Sequenz des ORF von CDS1.
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7.4.2 CDS2
1 ATGCAGAAGG AAATTGCTGG TGATGCTCCA TCAGCACCAA CCACTCGTGT TCGGCATCGG
61 AAGCGAAACA GCGATGTTGG TGCAGGGGCA GGCAAACCAA ATGGAAACCA TTTACTTGTC
121 AATGACAGCA AAAAATACAA ATCGTTTCTC ATTCGAGCAT ACTCCACTTT CTGGATGATA
181 GGTGGTTTTG CTCTTATAGT TTACCTGGGT CATCTCTACA TTACAGCCAT GGTGGTTGTT
241 ATTCAGATAT TCATGGCACG AGAACTTTTT AATTTGCTGA GAAAAACTCA TGAAGATAAA
301 CAGCTCCCTG GTTTTAGATT ACTGAATTGG CACTTCTTTT TTACAGCAAT GCTCTTTGTA
361 TATGGTCGAA TACTTAGTCA ACGGCTAGTC AACACTGTGA CTCCAGACAA AGTCCTATAT
421 CGACTGGTCA CAAGCCTCAT CAAATACCAC ATGGCAATCT GTTACTCCTT GTATATTTCT
481 GGCTTTGTTT GGTTTATTCT CACGCTGAAA AAGAAGATGT ACAAATATCA GTTTAGCCAA
541 TATGCATGGA CACATATGAT ATTAATTGTG GTGTTTACTC AGTCCTCATT CACTGTCGCC
601 AACATCTTTG AAGGAATCTT CTGGTTTCTT CTTCCTGCAT CACTTATCGT CATCAATGAC
661 ATATTTGCAT ATATCTGTGG TTTCTTCTTT GGAAGAACAC CGTTGATCAA GTTATCACCA
721 AAGAAAACAT GGGAGGGTTT CATTGGAGCT TCTATTACCA CAGTGATTTC TGCATTCCTG
781 CTTGCAAATA TAATGGGTCG TTTCCTGTGG CTGACATGTC CCAGAGAGGA TCTATCGACA
841 GGCTGGCTCC TCTGTGACCC TGGTCCACTG TTCAAGCAAG AGACACATGC TTTACCAGGA
901 TGGATTTCTG ATTGGCTCCC TTGGAAGGAA ATTTCGATTC TACCAGTCCA GTGGCATGCT
961 CTATGTCTTG GATTGTTCGC CTCTATAATA GCTCCTTTTG GTGGCTTCTT TGCCAGTGGT
1021 TTCAAAAGAG CATTCAAAAT CAAGGACTTT GGTGATAGTA TTCCCGGACA TGGCGGAATT
1081 ACAGATAGAA TGGATTGTCA GATGGTGATG GCTGTTTTTG CCTATATATA TCATCAATCG
1141 TTTGTTGTAC CTGAAGTCCT CTCTGTGGAT AAGCTCTTAG ACCAGATAAT CACAAGCCTG
1201 ACATTGGAAG AACAACAAGC GCTACTCGTG AAGCTTGGCC AAATGTTGCA GGAAAAGGTT
1261 ATTGGATCTT AG
Abbildung 7.12: cDNA-Sequenz des ORF von CDS2.1.
1 ATGATAGGTG GTTTTGCTCT TATAGTTTAC CTGGGTCATC TCTACATTAC AGCCATGGTG
61 GTTGTTATTC AGATATTCAT GGCACGAGAA CTTTTTAATT TGCTGAGAAA AACTCATGAA
121 GATAAACAGC TCCCTGGTTT TAGATTACTG AATTGGCACT TCTTTTTTAC AGCAATGCTC
181 TTTGTATATG GTCGAATACT TAGTCAACGG CTAGTCAACA CTGTGACTCC AGACAAAGTC
241 CTATATCGAC TGGTCACAAG CCTCATCAAA TACCACATGG CAATCTGTTA CTCCTTGTAT
301 ATTTCTGGCT TTGTTTGGTT TATTCTCACG CTGAAAAAGA AGATGTACAA ATATCAGTTT
361 AGCCAATATG CATGGACACA TATGATATTA ATTGTGGTGT TTACTCAGTC CTCATTCACT
421 GTCGCCAACA TCTTTGAAGG AATCTTCTGG TTTCTTCTTC CTGCATCACT TATCGTCATC
481 AATGACATAT TTGCATATAT CTGTGGTTTC TTCTTTGGAA GAACACCGTT GATCAAGTTA
541 TCACCAAAGA AAACATGGGA GGGTTTCATT GGAGCTTCTA TTACCACAGT GATTTCTGCA
601 TTCCTGCTTG CAAATATAAT GGGTCGTTTC CTGTGGCTGA CATGTCCCAG AGAGGATCTA
661 TCGACAGGCT GGCTCCTCTG TGACCCTGGT CCACTGTTCA AGCAAGAGAC ACATGCTTTA
721 CCAGGATGGA TTTCTGATTG GCTCCCTTGG AAGGAAATTT CGATTCTACC AGTCCAGTGG
781 CATGCTCTAT GTCTTGGATT GTTCGCCTCT ATAATAGCTC CTTTTGGTGG CTTCTTTGCC
841 AGTGGTTTCA AAAGAGCATT CAAAATCAAG GACTTTGGTG ATAGTATTCC CGGACATGGC
901 GGAATTACAG ATAGAATGGA TTGTCAGATG GTGATGGCTG TTTTTGCCTA TATATATCAT
961 CAATCGTTTG TTGTACCTGA AGTCCTCTCT GTGGATAAGC TCTTAGACCA GATAATCACA
1021 AGCCTGACAT TGGAAGAACA ACAAGCGCTA CTCGTGAAGC TTGGCCAAAT GTTGCAGGAA
1081 AAGGTTATTG GATCTTAG
Abbildung 7.13: cDNA-Sequenz des ORF von CDS2.2.
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1 ATGCTAGATG TACTCAAGTT CAATTTTAAA TTTTCACAGG TAGTCAGTGT TTTTGTTTCG
61 AACTCTTCCA ACATGCAGAA GGAAATTGCT GGTGATGCTC CATCAGCACC AACCACTCGT
121 GTTCGGCATC GGAAGCGAAA CAGCGATGTT GGTGCAGGGG CAGGCAAACC AAATGGAAAC
181 CATTTACTTG TCAATGACAG CAAAAAATAC AAATCGTTTC TCATTCGAGC ATACTCCACT
241 TTCTGGATGA TAGGTGGTTT TGCTCTTATA GTTTACCTGG GTCATCTCTA CATTACAGCC
301 ATGGTGGTTG TTATTCAGAT ATTCATGGCA CGAGAACTTT TTAATTTGCT GAGAAAAACT
361 CATGAAGATA AACAGCTCCC TGGTTTTAGA TTACTGAATT GGCACTTCTT TTTTACAGCA
421 ATGCTCTTTG TATATGGTCG AATACTTAGT CAACGGCTAG TCAACACTGT GACTCCAGAC
481 AAAGTCCTAT ATCGACTGGT CACAAGCCTC ATCAAATACC ACATGGCAAT CTGTTACTCC
541 TTGTATATTT CTGGCTTTGT TTGGTTTATT CTCACGCTGA AAAAGAAGAT GTACAAATAT
601 CAGTTTAGCC AATATGCATG GACACATATG ATATTAATTG TGGTGTTTAC TCAGTCCTCA
661 TTCACTGTCG CCAACATCTT TGAAGGAATC TTCTGGTTTC TTCTTCCTGC ATCACTTATC
721 GTCATCAATG ACATATTTGC ATATATCTGT GGTTTCTTCT TTGGAAGAAC ACCGTTGATC
781 AAGTTATCAC CAAAGAAAAC ATGGGAGGGT TTCATTGGAG CTTCTATTAC CACAGTGATT
841 TCTGCATTCC TGCTTGCAAA TATAATGGGT CGTTTCCTGT GGCTGACATG TCCCAGAGAG
901 GATCTATCGA CAGGCTGGCT CCTCTGTGAC CCTGGTCCAC TGTTCAAGCA AGAGACACAT
961 GCTTTACCAG GATGGATTTC TGATTGGCTC CCTTGGAAGG AAATTTCGAT TCTACCAGTC
1021 CAGTGGCATG CTCTATGTCT TGGATTGTTC GCCTCTATAA TAGCTCCTTT TGGTGGCTTC
1081 TTTGCCAGTG GTTTCAAAAG AGCATTCAAA ATCAAGGACT TTGGTGATAG TATTCCCGGA
1141 CATGGCGGAA TTACAGATAG AATGGATTGT CAGATGGTGA TGGCTGTTTT TGCCTATATA
1201 TATCATCAAT CGTTTGTTGT ACCTGAAGTC CTCTCTGTGG ATAAGCTCTT AGACCAGATA
1261 ATCACAAGCC TGACATTGGA AGAACAACAA GCGCTACTCG TGAAGCTTGG CCAAATGTTG
1321 CAGGAAAAGG TTATTGGATC TTAG
Abbildung 7.14: cDNA-Sequenz des ORF von CDS2.3.
7.4.3 CDS3
1 ATGGCAATGG AGAAAGATCT CAGTCCAAAT TCTCCACGGA TTAGAAAGCT AAGGGATACT
61 AGTTACCCTA CTACACCAAC GTCTCGAATG AATACTAATA ACCAGAGAGA TAACCATTAT
121 CCCAACATTC CTAATTCACC AAGGGATTAC AATTATACTC CTAGCTCTCC AACAGCTCGC
181 ATTCGACACC GCAGGCGATC AAGCGAGAAT TTAGCTGAGG TGAACAGAAG CAATGTAAGC
241 AGAGTAAGCA ATTTGTTACT TGGTGATAAG AACAAGTACA GATCAATGTG GATAAGGACA
301 TGCTCATCTC TCTGGATGCT CGGTGGAGTT GTGTTTATAA TCTACATGGG TCATCTCTAC
361 ATTTGGGCTA TGGTTGTGGT TATACAGATA TTCATGGCCA AAGAGCTCTT CTTTCTTCGC
421 AGAAGAGCTC ATGAAGAACG TCGCTTACCC GGTTTCTGGC TCTTGAATTG GCACTTCTTC
481 TTCACGGCTA TGTTGTTTGT CTATGGACGC ATCATTCAAC AGCAGCTAGT CAACACGGTT
541 TCTTCAGATA GATTCATATA CAAGCTTGTG AGTGGTCTTA TCAAGTACCA GATGGTTATT
601 TGCTACTTCT TGTACATCGC AGGTCTCATA TGGTTTATCC TTACATTGAA GAATAAGATG
661 TATAAGTATC AGTTTGGGCA ATACGCTTGG ACACATATGA TCCTTATCGT TGTCTTTACT
721 CAATCTTCTT TCACCGTCGC CAATATTTTT GAAGGGATCT TCTGGTTTCT TCTACCAGCA
781 GCACTGATTG CTATGAACGA TGTAGCAGCT TACTTCTTCG GTTTCTATTT CGGGAAAACT
841 CCGCTCATCA AGTTGTCTCC AAAGAAAACA TGGGAAGGTT TCATCGGAGC ATCAGTTGCA
901 ACTATAATCT CTGCATTTAT TTTTGCTAAT GTCTTAGGCC AGTTCCAATG GCTTACATGT
961 CCAAGGAAGG ATTTATCAAC TGGTTGGCTT CATTGTGATC CAGGCCCTCT CTTCAGGCCA
1021 GAGTATTACC CATTTCCCTC TTGGATTACT CCATTTTCTC CATGGAAAGG GATCTCGACC
1081 CTGCCTGTCC AATGGCATGC TTTTTCTCTC GGTCTATTCG CATCCATTAT GGCGCCTTTT
1141 GGTGGCTTCT TCGCAAGCGG TTTCAAAAGA GCTTTCAAGA TCAAGGATTT CGGAGACAGC
1201 ATACCAGGAC ATGGAGGATT TACTGACAGA ATGGATTGCC AAATGGTTAT GGCGGTTTTC
1261 GCATACATCT ACATCCAATC TTTCATTGTT AATCGGGACT ACAGTGTCGA GATGATCCTA
1321 GACCAGATAT CGAGGAGCCT GGGACACGAG GAGCAGAAAA TGCTTTATGA AAAGCTCGGA
1381 GACATTCTTC AACATAAGTT GCAAGGGAGG TTTTAA
Abbildung 7.15: cDNA-Sequenz des ORF von CDS3.
7.4.4 CDS4
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1 ATGGCGACTT TTGCTGAACT TGTTTTATCG ACTTCTCGCT GTACATGCCC TTGCCGTTCA
61 TTCACTAGAA AACCCCTAAT TCGTCCCCCT TTATCTGGTC TGCGTCTCCC CGGTGATACC
121 AAACCATTGT TTCGTTCCGG ACTTGGTCGG ATTTCTGTTA GCCGGCGTTT CCTCACGGCC
181 GTTGCTCGAG CTGAATCAGA CCAGCTTGGT GATGATGACC ACTCAAAGGG AATTGATAGA
241 ATCCATAACT TGCAGAATGT GGAAGATAAG CAGAAGAAAG CAAGCCAGCT TAAGAAAAGA
301 GTGATCTTTG GTATTGGCAT TGGTTTACCT GTTGGATGTG TTGTGTTAGC TGGAGGATGG
361 GTTTTCACTG TAGCTTTAGC ATCTTCTGTT TTTATCGGTT CCCGCGAATA TTTCGAGCTT
421 GTTAGAAGTA GAGGCATAGC TAAAGGAATG ACTCCTCCTC CACGATATGT ATCTCGAGTT
481 TGCTCGGTTA TATGTGCCCT TATGCCCATA CTTACACTGT ACTTTGGTAA CATTGATATA
541 TTGGTGACAT CTGCAGCATT TGTTGTTGCA ATAGCATTGT TAGTACAAAG AGGATCCCCA
601 CGTTTTGCTC AGCTGAGTAG TACAATGTTT GGTCTGTTTT ACTGTGGTTA TCTCCCTTCT
661 TTCTGGGTTA AGCTTCGCTG TGGTTTAGCT GCTCCTGCGC TTAACACTGG TATCGGAAGG
721 ACATGGCCAA TTCTTCTTGG TGGTCAAGCT CATTGGACAG TTGGACTTGT GGCAACATTG
781 ATTTCTTTCA GCGGTGTAAT TGCGACAGAC ACATTTGCTT TTCTCGGTGG AAAGACTTTT
841 GGTAGGACAC CTCTTACTAG TATTAGTCCC AAGAAGACAT GGGAAGGAAC TATTGTAGGA
901 CTTGTTGGTT GTATAGCCAT TACCATATTA CTCTCTAAAT ATCTCAGTTG GCCACAATCT
961 CTGTTCAGCT CAGTAGCTTT TGGGTTTCTT AACTTCTTTG GGTCAGTCTT TGGTGATCTT
1021 ACTGAATCAA TGATCAAGCG TGATGCTGGC GTCAAAGACT CTGGTTCACT TATCCCAGGA
1081 CACGGTGGAA TATTAGATAG AGTTGATAGT TACATTTTCA CCGGCGCATT AGCTTATTCA
1141 TTCATCAAAA CATCCCTAAA ACTTTACGGA GTTTGA
Abbildung 7.16: cDNA-Sequenz des ORF von CDS4.1.
1 ATGGCGACTT TTGCTGAACT TGTTTTATCG ACTTCTCGCT GTACATGCCC TTGCCGTTCA
61 TTCACTAGAA AACCCCTAAT TCGTCCCCCT TTATCTGGTC TGCGTCTCCC CGGTGATACC
121 AAACCATTGT TTCGTTCCGG ACTTGGTCGG ATTTCTGTTA GCCGGCGTTT CCTCACGGCC
181 GTTGCTCGAG CTGAATCAGA CCAGCTTGGT GATGATGACC ACTCAAAGAA TGTGGAAGAT
241 AAGCAGAAGA AAGCAAGCCA GCTTAAGAAA AGAGTGATCT TTGGTATTGG CATTGGTTTA
301 CCTGTTGGAT GTGTTGTGTT AGCTGGAGGA TGGGTTTTCA CTGTAGCTTT AGCATCTTCT
361 GTTTTTATCG GTTCCCGCGA ATATTTCGAG CTTGTTAGAA GTAGAGGCAT AGCTAAAGGA
421 ATGACTCCTC CTCCACGATA TGTATCTCGA GTTTGCTCGG TTATATGTGC CCTTATGCCC
481 ATACTTACAC TGTACTTTGG TAACATTGAT ATATTGGTGA CATCTGCAGC ATTTGTTGTT
541 GCAATAGCAT TGTTAGTACA AAGAGGATCC CCACGTTTTG CTCAGCTGAG TAGTACAATG
601 TTTGGTCTGT TTTACTGTGG TTATCTCCCT TCTTTCTGGG TTAAGCTTCG CTGTGGTTTA
661 GCTGCTCCTG CGCTTAACAC TGGTATCGGA AGGACATGGC CAATTCTTCT TGGTGGTCAA
721 GCTCATTGGA CAGTTGGACT TGTGGCAACA TTGATTTCTT TCAGCGGTGT AATTGCGACA
781 GACACATTTG CTTTTCTCGG TGGAAAGACT TTTGGTAGGA CACCTCTTAC TAGTATTAGT
841 CCCAAGAAGA CATGGGAAGG AACTATTGTA GGACTTGTTG GTTGTATAGC CATTACCATA
901 TTACTCTCTA AATATCTCAG TTGGCCACAA TCTCTGTTCA GCTCAGTAGC TTTTGGGTTT
961 CTTAACTTCT TTGGGTCAGT CTTTGGTGAT CTTACTGAAT CAATGATCAA GCGTGATGCT
1021 GGCGTCAAAG ACTCTGGTTC ACTTATCCCA GGACACGGTG GAATATTAGA TAGAGTTGAT
1081 AGTTACATTT TCACCGGCGC ATTAGCTTAT TCATTCATCA AAACATCCCT AAAACTTTAC
1141 GGAGTTTGA
Abbildung 7.17: cDNA-Sequenz des ORF von CDS4.2.
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1 ATGACAAATA CGAACACACT CTTCCTCAGA CATGATGATG ATTCAGAGAT TTTGATTTTT
61 CAAGAAAACT CTGTTTTTCC TCTTTTTGTT TTTGCCTCTT GGGGCATTTG GAGAGCAATG
121 GCGACTTTTG CTGAACTTGT TTTATCGACT TCTCGCTGTA CATGCCCTTG CCGTTCATTC
181 ACTAGAAAAC CCCTAATTCG TCCCCCTTTA TCTGGTCTGC GTCTCCCCGG TGATACCAAA
241 CCATTGTTTC GTTCCGGACT TGGTCGGATT TCTGTTAGCC GGCGTTTCCT CACGGCCGTT
301 GCTCGAGCTG AATCAGACCA GCTTGGTGAT GATGACCACT CAAAGGGAAT TGATAGAATC
361 CATAACTTGC AGAATGTGGA AGATAAGCAG AAGAAAGCAA GCCAGCTTAA GAAAAGAGTG
421 ATCTTTGGTA TTGGCATTGG TTTACCTGTT GGATGTGTTG TGTTAGCTGG AGGATGGGTT
481 TTCACTGTAG CTTTAGCATC TTCTGTTTTT ATCGGTTCCC GCGAATATTT CGAGCTTGTT
541 AGAAGTAGAG GCATAGCTAA AGGAATGACT CCTCCTCCAC GATATGTATC TCGAGTTTGC
601 TCGGTTATAT GTGCCCTTAT GCCCATACTT ACACTGTACT TTGGTAACAT TGATATATTG
661 GTGACATCTG CAGCATTTGT TGTTGCAATA GCATTGTTAG TACAAAGAGG ATCCCCACGT
721 TTTGCTCAGC TGAGTAGTAC AATGTTTGGT CTGTTTTACT GTGGTTATCT CCCTTCTTTC
781 TGGGTTAAGC TTCGCTGTGG TTTAGCTGCT CCTGCGCTTA ACACTGGTAT CGGAAGGACA
841 TGGCCAATTC TTCTTGGTGG TCAAGCTCAT TGGACAGTTG GACTTGTGGC AACATTGATT
901 TCTTTCAGCG GTGTAATTGC GACAGACACA TTTGCTTTTC TCGGTGGAAA GACTTTTGGT
961 AGGACACCTC TTACTAGTAT TAGTCCCAAG AAGACATGGG AAGGAACTAT TGTAGGACTT
1021 GTTGGTTGTA TAGCCATTAC CATATTACTC TCTAAATATC TCAGTTGGCC ACAATCTCTG
1081 TTCAGCTCAG TAGCTTTTGG GTTTCTTAAC TTCTTTGGGT CAGTCTTTGG TGATCTTACT
1141 GAATCAATGA TCAAGCGTGA TGCTGGCGTC AAAGACTCTG GTTCACTTAT CCCAGGACAC
1201 GGTGGAATAT TAGATAGAGT TGATAGTTAC ATTTTCACCG GCGCATTAGC TTATTCATTC
1261 ATCAAAACAT CCCTAAAACT TTACGGAGTT TGA
Abbildung 7.18: cDNA-Sequenz des ORF von CDS4.3.
1 ATGACAAATA CGAACACACT CTTCCTCAGA CATGATGATG ATTCAGAGAT TTTGATTTTT
61 CAAGAAAACT CTGTTTTTCC TCTTTTTGTT TTTGCCTCTT GGGGCATTTG GAGAGCAATG
121 GCGACTTTTG CTGAACTTGT TTTATCGACT TCTCGCTGTA CATGCCCTTG CCGTTCATTC
181 ACTAGAAAAC CCCTAATTCG TCCCCCTTTA TCTGGTCTGC GTCTCCCCGG TGATACCAAA
241 CCATTGTTTC GTTCCGGACT TGGTCGGATT TCTGTTAGCC GGCGTTTCCT CACGGCCGTT
301 GCTCGAGCTG AATCAGACCA GCTTGGTGAT GATGACCACT CAAAGGGAAT TGATAGAATC
361 CATAACTTGC AGAATGTGGA AGATAAGCAG AAGAAAGCAA GCCAGCTTAA GAAAAGAGTG
421 ATCTTTGGTA TTGGCATTGG TTTACCTGTT GGATGTGTTG TGTTAGCTGG AGGATGGGTT
481 TTCACTGTAG CTTTAGCATC TTCTGTTTTT ATCGGTTCCC GCGAATATTT CGAGCTTGTT
541 AGAAGTAGAG GCATAGCTAA AGGAATGACT CCTCCTCCAC GATATGTATC TCGAGTTTGC
601 TCGGTTATAT GTGCCCTTAT GCCCATACTT ACACTGTACT TTGGTAACAT TGATATATTG
661 GTGACATCTG CAGCATTTGT TGTTGCAATA GCATTGTTAG TACAAAGAGG ATCCCCACGT
721 TTTGCTCAGC TGAGTAGTAC AATGTTTGGT CTGTTTTACT GTGGTTATCT CCCTTCTTTC
781 TGGGTTAAGC TTCGCTGTGG TTTAGCTGCT CCTGCGCTTA ACACTGGTAT CGGAAGGACA
841 TGGCCAATTC TTCTTGGTGG TCAAGCTCAT TGGACAGTTG GACTTGTGGC AACATTGATT
901 TCTTTCAGCG GTGTAATTGC GACAGACACA TTTGCTTTTC TCGGTGGAAA GGTAACACCA
961 AGAATGATAC CTCACAGATA A
Abbildung 7.19: cDNA-Sequenz des ORF von CDS4.4.
7.4.5 CDS5
CDP-DAG Synthasen aus A. thaliana Anhang 139
1 ATGGCGCCTT TTGTTGAAGT CTGTAGGTAT AAGCCATTAC CGCTTTCATT GAGCTCTCTC
61 TGTACATGCC CTTGCCGTTC CTCTCCAAGG AAATATCTAA TTCTTCCTCA ATTCTCTGAA
121 AAGTACCCGA AACCATTGTT GTCTCATTCT CGCTTTACTC CGATTTCTGT TAACCGGAGA
181 GTTATCACGG CCGTTGCTCG AGCTGAATCA AATCAAATTG GTGACGATGC CAACTCAAAG
241 GAGGAACACA ACATAGATCA AGAATTGCAA AATGTTGAAG AAGATTCGAG TTTAGATGAT
301 CAGAAGCAAA AATCTAGAAG CCAGTTTAAG AAAAGAGTAA CTTTCGGTCT AGGAATTGGA
361 TTGTCTGTAG GAGGTATTGT ATTAGCTGGA GGATGGGTAT TCACAGTAGC AGTAGCAGCT
421 GCGGTTCTTC TAAGTGCCCG GGAATATTTC GAGCTGGTGA GAAGTAAAGG AATTGCTCAA
481 GGAATGACAC CTCCTCCACG ATATCTTTCT AGAGTCTGCT CCATTATCTG TGCTCTTATG
541 CCCATACTTA CATTGTATTT TGGTCATATA GATATCTCGA TAACTTCAGC GGCGTTTGTT
601 GTTGCAATGG CATTGTTGTT ACAGAGAGGA AACCCGCGTT TTTCTCAGCT GAGTAGTACG
661 ATGTTTGGCC TGTTTTACTG TGGATATCTT CCTTGTTTCT GGGTTAAGCT ACGTTGTGGT
721 CTTACTGCTC CAGTTCTAAA CACCGGAATT GGGAGAAGCT GGCCTACTAT CCTCGGCGGC
781 CAAGCACATT GGACAGTTGG ACTTGTTGCT ATATTGATTT CTTTCTGTGG TATAATTGCC
841 TCAGACACGT TTGCTTTTCT TGGTGGCAAG GCATTTGGTA GAACTCCTCT TATTAGCATT
901 AGTCCAAAGA AGACATGGGA AGGAGCTTTT GCAGGACTTG TTGGTTGTAT TTCCATTACC
961 ATTTTACTCT CCAAATCGTT GTCCTGGCCT CAATCTCTTG TCAGCACCAT AGCTTTTGGA
1021 GTTCTTAACT TCTTCGGATC GGTCTTTGGT GACTTAACTG AGTCAATGAT CAAACGTGAT
1081 GCGGGTGTCA AAGACTCCGG CTCACTCATC CCTGGACACG GTGGCATATT GGACAGAGTT
1141 GATAGTTACA TTTTCACTGG TGCATTAGCC TACTCGTTCG TAAGACTTCA TGGAGTTTGA
Abbildung 7.20: cDNA-Sequenz des ORF von CDS5.
7.5 Genotypen der verwendeten Organismen
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